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Lyhenteet ja termit  
 
BLANKKI  Nollanäyte, jonka avulla tarkkaillaan epäspesifistä sitoutumista. 
BSA  (Bovine serum albumine) – naudan seerumin albumiini 
CPM  ’counts per minute’ (cpm), 
ELISA  (Entzyme linked immunosorbent assay) - entsyymeihin perustuva immu-
nologinen määritysmenetelmä. 
GADA  Glutamiinihappodekarboksylaasi autovasta-aineet 
HLA  Human Leukocyte Antigen 
IAA  Insuliiniautovasta-aineet 
IA-2A  Saarekesolu- 2-autovasta-aineet 
ICA  Islet cell antibodies, saarekesoluvasta-aineet 
PAS  Protein-A-Sepharose  
PJ Perheenjäsen 
RBA  (Radiobinding assay)- Radioimmunologinen määritys 
SA-POD  Streptavidin peroksidaasi-liuos 
TBST  Tris Buffered Saline-Tween 20 
TMB  kromogeeni 3,3’-5,5’-tetrametyylibentsidiini, toimii substraattina.  
T1D  Tyypin 1 diabetes  
ZnT8A  Sinkkitransportteriautovasta-aineet 
WHO World Health Organisation 
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1 Johdanto 
 
Tyypin 1 diabetes (T1D) on autoimmuunisairaus, jossa elimistön oma immuunijärjes-
telmä vielä tuntemattomasta syystä alkaa tuhota haiman insuliinia tuottavia beetasoluja 
(Atkinson–Eisenbarth 2001: 221). Nykykäsityksen mukaan T-solut ovat vastuussa solu-
tuhosta ja B-solujen tuottamat autovasta-aineet lähinnä merkkinä solutuhosta. Diabe-
tekseen liittyvät autovasta-aineet ovat apuna tyypin 1 diabeteksen diagnosoimiselle ja 
sairastumisen ennusteelle (Bingley 1996: 1720). Autovasta-aineita käytetään myös 
autovasta-ainepositiivisten elinluovuttajien tunnistamisessa. 
 
Tautiprosessin etenemisen ja haiman insuliinia tuottavien beetasolujen tuhoutumisen 
myötä verenkiertoon ilmestyy autovasta-aineita haiman beetasolujen eri proteiineja 
vastaan. Näistä merkittävimpiä ovat autovasta-aineet insuliinia (IAA), glutamiinihappo-
dekarboksylaasia (GADA), saarekesoluantigeenia 2 (IA-2A) ja sinkin kuljetusmolekyylia 
8 (ZnT8A) vastaan (WHO 1999: 1-49; Reunanen 2006: 7-10.) Tutkimuksissa on todet-
tu, että oireeton, esidiabeettinen vaihe voi kestää lapsilla ja nuorilla viikoista jopa vuo-
siin (Knip 2002: 1-2). 
 
Opinnäytetyön aihe lähti tarpeesta kehittää ja optimoida nopea analyysimenetelmä, 
jotta voidaan määrittää lyhyemmässä ajassa elinluovuttajien seerumissa diabetekseen 
liittyviä autovasta-aineita, ja näin saada elinluovuttajan haima tarkoituksenmukaiseen 
jatkokäsittelyyn. Autovasta-ainepositiivisen luovuttajan haima käsitellään eri tavalla 
kuin autovasta-ainenegatiivisen luovuttajan. Helsingin yliopiston Lastenklinikan tieteel-
lisessä laboratoriossa autovasta-aineet määritetään käytössä olevalla standardi ’in-
house’ radioimmunologisella (RBA, radiobinding assay) menetelmällä. 
 
Opinnäytetyö suoritettiin Helsingin yliopiston Lastenklinikan tieteellisessä laboratorios-
sa. Opinnäytetyössä optimoitiin sekä standardi RBA- menetelmä että kaupallinen ent-
syymi-immunologinen määritysmenetelmä (ELISA, enzyme-linked immunosorbent as-
say, ELISA RSR Ltd, Iso-Britannia). Tarkoituksena oli sekä standardi RBA- että kaupal-
lisen ELISA- menetelmän määritysajan lyhentäminen ja optimointi nostamalla inkuboin-
tilämpötilaa 4 °C:sta huoneenlämpöön ja lyhentämällä inkubaatioaikoja. Aineistona 
olivat Lasten valtakunnallisen diabetesrekisterin seeruminäytteet. 
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Tulosten tarkastelussa kiinnitettiin huomioita saatujen tulosten toistettavuuteen, mene-
telmien sensitiivisyyteen ja spesifisyyteen, sekä pika- ja standardimenetelmien korre-
laatioon. 
 
2 Diabeteksen kehittyminen ja luokittelu 
 
Diabetes (diabetes mellitus) on aineenvaihdunnan häiriö, jossa verensokeri eli glukoosi 
on jatkuvasti koholla. Kolmesta neljään prosentilla maailman väestöstä on diabetes, 
johon liittyy merkittävästi lisääntynyt riski sokeutumiseen, munuaisten vajaatoimintaan, 
amputaatioon ja sydän- ja verisuonitauteihin sekä keskimääräisen eliniän lyheneminen. 
(WHO 1999: 1-49; Reunanen 2006: 7–10; Goldenberg 2013: 8-11.) Diabetes voidaan 
jakaa kahteen päätyyppiin, tyypin 1 diabetekseen (T1D), nk. lasten ja nuoruustyypin 
diabetes ja tyypin 2 diabetekseen (T2D), nk. aikuistyypin diabetes. Suomessa tyypin 1 
diabeteksen esiintyvyys on suurempi kuin missään muualla maailmassa. (Goldenberg 
2013: 8-11.) 
 
Diabeteksen luokittelu ja erottelu tyypin 1 ja tyypin 2 diabetekseen on tärkeää hoitokäy-
täntöjen takia, mutta jossain tilanteissa se saattaa olla vaikeaa. Fyysisten oireiden ja 
insuliiniresistenssin tunnistamisen lisäksi diabeteksen luokittelussa auttaa tyypin 1 dia-
betekseen assoisioituvien autovasta-aineiden analysointi. (WHO 1999: 1-49; Reuna-
nen 2006: 7-10.) 
 
Tyypin 2 diabeteksessa insuliinin teho on heikentynyt jo vuosia ennen sairastumista 
(insuliiniresistenssi) ja samanaikaisesti esiintyy vaihteleva-asteinen insuliinin erityksen 
häiriö (Goldenberg 2013: 8-11), jolloin insuliinin säätelemä glukoosin siirtyminen veres-
tä soluihin on häiriintynyt. Haiman saarekesolut pyrkivät tuottamaan insuliinia entistä 
enemmän, jotta sokeri siirtyisi soluihin. Noin kolmasosalla ihmisistä on perinnöllinen 
taipumus tyypin 2 diabetekseen. Perinnöllinen taipumus voi muuttua diabetekseksi mm 
ylipainon ja vähäisen liikunnan takia (Mustajoki 2012). 
 
Tyypin 1 diabeteksessa kroonisen autoimmuunitulehduksen vuoksi haimassa sijaitse-
vat insuliinia tuottavat beetasolut tuhoutuvat hiljalleen. Edelleenkään ei tiedetä, miksi 
immuunijärjestelmä häiriintyy ja mikä aiheuttaa haiman saarekesolujen tuhoutumisen. 
Tuhoutuminen voi johtua useista tekijöistä, kuten perinnöllisestä taipumuksesta, mutta 
myös virustulehduksesta ja muista ympäristötekijöistä. Tyypin 1 diabeteksessa voi olla 
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pitkäkin esidiabeteksen aika ennen taudin puhkeamista ilman havaittavia oireita. Kliini-
set oireet ilmaantuvat usein vasta, kun haiman insuliinia tuottavista beetasoluista on 
jäljellä n. 20 %. (Harjutsalo ym. 2008: 1777; Rose-Bona 1993: 426.) 
 
2.1 T- ja B-solujen osuus tyypin 1 diabeteksessa 
 
Immuunivaste vieraita antigeenejä kohtaan muodostuu kahdella eri tavalla; B-solut 
tuottavat liukoisia vasta-aineita ja T- solut huolehtivat soluvälitteisestä puolustuksesta. 
T- solut jaetaan kahteen alaluokkaan näiden tehtävien mukaisesti: CD4+- ja CD8+ so-
luihin. B-solujen osuus tyypin 1 diabeteksessa perustuu lähinnä niiden kykyyn muokata 
ja esitellä tiettyjä antigeeneja T- soluille. (Tiilikainen - Vaara - Vaheri 1998: 94.) 
 
CD8-positiiviset solut ovat sytotoksisia tappaja T-soluja. CD8- positiiviset solut tunnis-
tavat vieraita antigeenejä vain, kun nämä ovat yhdessä tyypin I HLA- (Human Leuko-
cyte Antigen) antigeenin kanssa. CD8 - T solut ovat vastuussa virusten ja solunsisäis-
ten patogeenien vastaisesta immuunipuolustuksesta. CD4+ -positiiviset T- solut tunnis-
tavat vieraita antigeenipeptidejä vain, kun nämä ovat tyypin II HLA- antigeenin assosi-
oituneina. (Moss ym. 1992: 71.) CD4+ -solut ovat välttämättömiä immuunijärjestelmälle 
ja ilman niitä immuunijärjestelmä ei pysty aktivoitumaan tehokkaasti. (Tiilikainen - Vaa-
ra - Vaheri 1998: 97 - 100.) 
 
CD4+ -solut jakautuvat kahteen ryhmään niiden sytokiinierityksen perusteella, Th1- ja 
Th2- soluihin. Näiden soluluokkien tuottamien sytokiinien perusteella immuunivaste 
muodostuu erilaiseksi. Th1-solut auttavat pääsääntöisesti makrofageja sekä sytotoksi-
sia T-soluja aktivoitumaan ja Th2- solut aktivoivat B-lymfosyyttejä ja edistävät vasta-
ainetuotantoa. (Tiilikainen - Vaara - Vaheri 1998: 94 - 99.) 
 
Vaikka T1D:n tautiprosessin etiologiaa ei vielä tunneta, on kuitenkin hyvin paljon viittei-
tä siitä, että haiman tulehdusreaktion yhteydessä imusolmukkeiden dendriitti- solujen 
antigeenien esittely lisääntyy. Dendriittisolut esittelevät näitä antigeeneja T-soluille, 
jolloin aktivoidut T-solut hakeutuvat haimaan saarekkeisiin. Tuloksena on Th1-
painoitteinen immuunivaste, joka tuottaa runsaasti IFN-ϒ sytokiinia ja interleukiinia 2 
(IL-2), jotka edelleen aktivoivat makrofageja toimimaan. CD4+-solujen fysiologinen toi-
minta ilmeisesti häiriintyy, jonka seurauksena alkaa beetasolujen tuhoaminen. Näyttää 
siltä, että T1D assosioituvat autovasta-aineet, makrofagit, B- ja T-solut ovat kaikki osal-
lisena T1D:n patogeneesissä. (Han - Donelan - Wangym. 2013: 380.) 
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2.2 Perintö- ja ympäristötekijöiden osuus tyypin 1 diabeteksessa  
 
Tyypin 1 diabetes on krooninen, monitekijäinen sairaus. Alttius sairastua tyypin 1 dia-
betekseen määräytynee perintö- ja ympäristötekijöiden yhteisvaikutuksesta. T1D ei ole 
periytyvä sairaus, ainoastaan alttius sairastua tyypin 1 diabetekseen määräytyy pitkälti 
perinnöllisesti. Tutkimukset viittaavat siihen, että ympäristötekijät, kuten enterovirusin-
fektiot voivat laukaista taudin tai edesauttaa sairauden puhkeamista. Selitystä haetaan 
myös suoliston bakteerifloorasta ja varhaisesta altistuksesta viljatuotteisiin ja lehmän-
maitoon sekä nopeasta lihomisesta. (Knip 2004:1158 -1163.) Ympäristön merkitystä 
taudin etiologiassa osoittaa se, että T1D:ta sairastavien määrä Suomessa ja lähes kai-
kissa länsimaissa on kasvanut 1950-luvulta lähtien viisin–kuusinkertaiseksi ja ilmaan-
tuvuuden kasvu selittyy vain pieneltä osalta perintötekijöillä. Ympäristötekijöiden osuus 
T1D sairastumisvaaran määräytymisessä on vielä avoin, mutta niiden merkitys lopulli-
sen sairastumiseen on huomattava. (Hyöty - Virtanen 2004: 1147.) 
 
2.2.1 Perintötekijät 
 
Kaksostutkimuksessa todettiin, että molempien identtisten kaksosten todennäköisyys 
sairastua tyypin 1 diabetekseen on 23–50 %, Toisaalta ei-identtisten kaksosten kohdal-
la vastaava luku oli ainoastaan neljä prosenttia, mikä kertoo geneettisten tekijöiden 
merkityksestä tyypin 1 diabeteksen synnyssä. Kaksostutkimukset viittaavat myös sii-
hen, että geneettisten tekijöiden osuus olisi suurempi, mitä nuorimpana tyypin 1 diabe-
tes puhkeaa. (Veijola 2004: 4-5.) 
 
Tyypin 1 diabeteksen kehittymiseen vaikuttavat useiden eri geenien polymorfismit. Ih-
misen leukosyyttiantigeenin (HLA) -proteiinit kuuluvat immunoglobuliineihin ja niillä on 
tärkeä rooli solujen vuorovaikutuksessa. HLA-geenialueen luokan II geenien katsotaan 
vastaavan noin 50 % T1D geneettisestä alttiudesta. (Barrett - Clayton - Concannon - 
Akolkar - Cooper - Erlich ym. 2009: 703 - 707.) 
 
Luokan II HLA-geenit koodittavat pääasiassa antigeenejä esittelevissä soluissa ilmen-
tyviä kalvoproteiineja. Ihmisellä kalvoproteiineja koodaa HLA II-geenialueella kolmen 
eri lokuksen, DR:n, DQ:n ja DP:n geenit. Näitä lokuksia voi olla vaihteleva määrä ja 
tietty lokus kuvataan numerolla, esim DQ1. Tärkeimmät näistä sijaitsevat kuudennen 
kromosomin lyhyessä haarassa. Altistavat geenit on paikannettu HLA-DQ-alueelle, ja 
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ne ovat normaaleja geenialleeleja, jotka esiintyvät väestössä myös aiheuttamatta tau-
tiin sairastumista. HLA-DQ-molekyylit ovat tärkeitä immuunivasteen muodostumisessa, 
sillä ne tarjoavat antigeeneista pilkotut epitooppeina toimivat peptidit T-soluille ja sitä 
kautta mahdollisesti osallistuvat autoimmuniteettiin T1D patogeneesissä. (Ilonen 2004: 
1139 -1140.) T1D;lle altistavia geeneja esiintyy noin 20 % suomalaisella kuten myös 
muulla valkoihoisella väestöllä, kuitenkin vain 1-2 % väestöstä sairastuu (Knip 
2004:1159). Vaikka T1D autoimmuunisairauden etiologia ei ole täysin ymmärretty, on 
saatu vahvaa näyttöä, että lisääntyneeseen riskiin sairastua T1D:een liittyvät HLA-DR 
3/4 (DQ2/DQ8) genotyyppiin. Sen sijaan HLA-antigeenityyppi DR2:lla (DQ6) on suo-
jaavien tekijöiden dominoiva vaikutus. (Han - Donelan - Wang ym. 2013: 379.) 
 
HLA- alueen ulkopuolisista T1D riskiin vaikuttavista geeneistä voimakkaimmin altistavia 
ovat kromosomin 11 lyhyessä haarassa sijaitseva insuliinigeeni (11p15), koromosomi 
1:n lyhyessä haarassa sijaitseva PTPN22-geeni (1p13.2) ja CTLA-4 geeni (2q33). Mui-
den altistavien geenialueiden yhteisvaikutuksella on huomattava merkitys diabetesris-
kiin, sillä perinnöllisyydestä noin puolet selittyy HLA- alueen geeneistä. (Ilonen 2004: 
1139 - 1140.) 
 
2.2.2  Ympäristötekijät  
 
Toistaiseksi ei tiedetä tyypin 1 diabeteksen puhkeamiseen voimakkaimmin vaikuttavaa 
ympäristötekijää. Kertyneet tiedot viittaavat siihen, että tyypin 1 diabeteksen ilmaantu-
vuus on kasvanut selvästi toisen maailmansodan jälkeen lasten ja nuorten keskuudes-
sa ja keskimääriin sairastumisikä on laskenut. Lisäksi Euroopassa asuvilla maahan-
muuttajilla, jotka ovat siirtyneet matalasta korkean T1D esiintyvyyden alueelle, on myös 
havaittu taudin esiintyvyyden kasvu. Nämä suuntaukset tukevat ajatusta, etteivät ge-
neettiset tekijät yksin voi selittää nopeasti kasvavan taudin yleistymistä. (Knip 2011: 67 
- 64.) On viitteitä siitä, että virukset, suoliston bakteerikanta, imetys, eräät ravintoai-
neet, kuten veren D-vitamiinipitoisuus, nitrosoamiinit, nitriitti, lehmänmaidon proteiinit, 
ja viljavalmisteet vaikuttavat sairastumisriskiin.(Hyöty - Virtanen 2004: 1149). 
 
Laajat tutkimukset osoittavat, että ravintotekijöillä saattaa olla yhteyttä T1D synnyssä. 
Varhaisen lehmän maitoaltistuksen merkitystä tyypin 1 diabetekseen liittyvien autovas-
ta-aineiden ilmaantumisriskiin on arvioitu muutamissa seurantatutkimuksissa. (Virtanen 
2004:6.) On viitteitä, että lehmänmaito ja sen sisältämää insuliini, joka eroaa ihmisen 
insuliinista kolmen aminohapon osalta, voisi olla yhteydessä T1D puhkeamiseen. 
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Suomessa aloitettiin vuonna 2002 ensimmäinen tyypin 1 diabeteksen ravintointerventi-
oon pohjautuva ehkäisytutkimus, TRIGR- tutkimus (Trial to Reduce IDDM in the Gene-
tically at Risk). Kansainvälisessä TRIGR- tutkimuksessa selvitetään, voidaanko tyypin 
1 diabetesta ehkäistä vieroittamalla riskivauvat pitkälle hydrolysoidylle korvikkeelle ta-
vanomaisen lehmänmaitopohjaisen äidinmaidonkorvikkeen sijaan 6-8 ensimmäisen 
elinkuukauden aikana. Altistuminen lehmänmaidolle ensimmäisten elinkuukausien ai-
kana saattaisi suoliston epäkypsyyden vuoksi aiheuttaa immunisoitumisen ja lisätä 
diabeteksen riskiä. (Virtanen 2004: 6.) 
 
On viitteitä, että D-vitamiini saattaa suojata tyypin 1 diabetekseen sairastumiselta. Yh-
dysvaltalaistutkimuksen mukaan D-vitamiinin runsas saaminen saattaa pienentää ai-
kuisten riskiä sairastua tyypin 1 diabetekseen. Tämän tutkimuksen tulokset koskevat 
vain valkoihoista väestöä. (Munger - Levin ym. 2013: 415 - 416.) Euroopassa tehdyn 
tutkimuksen mukaan D-vitamiinilisä varhaislapsuudessa saattaa suojata tyypin 1 diabe-
tekselta. Suomalaisessa tutkimuksessa havaittiin, että ensimmäisen elinvuoden aikai-
nen vähäinen D-vitamiinin saanti on yhteydessä myöhempään T1D:n sairastumiseen. 
NOD-hiirillä tehdyissä tutkimuksissa on osoitettu D-vitamiinin ehkäisevän haiman insu-
liinia tuottavien β- solujen vaurioita ja tyypin 1 diabeteksen puhkeamista. (Hyöty - Virta-
nen 2004: 1149.) D-vitamiinin tutkimusten tulokset ovat osittain ristiriitaisia, eikä var-
maa näyttöä D-vitamiinin osuudesta T1D:n sairastumiseen ole.(Miettinen ym 2012: 
1291 - 1294). 
 
Useissa tutkimuksissa on etsitty näyttöä mikrobien osuudesta tyypin 1 diabeteksen 
synnyssä, erityisesti enterovirusten osalta. Koe-eläimillä tehdyissä tutkimuksissa on 
osoitettu, että monet virukset pystyvät vaurioittamaan beetasoluja ja aiheuttamaan tyy-
pin 1 diabeteksen kaltaisen taudin nisäkkäille. Toisaalta on havaittu, että toiset virukset 
voivat myös ehkäistä diabeteksen synnyn, kuten spontaanisti diabetekseen sairastuval-
la NOD-hiirillä on osoitettu. Virusten osuuden selvittäminen diabeteksen puhkeamises-
sa ihmisillä on varsin hankalaa, koska beetasoluja vaurioittava prosessi etenee hitaasti 
ja voi käynnistyä jopa vuosia ennen diabeteksen oireiden ilmaantumista. Toisena on-
gelmana on ollut se, että esidiabettisen ihmisen haimasta ei yleensä ole mahdollista 
saada kudosnäytteitä, joista olisi mahdollista seurata tautiprosessia ja etsiä merkkejä 
virusinfektioista. Diabeetikoiden haimasta on havaittu, että haiman beetasolut tuottavat 
alfainterferonia, jota syntyy virusinfektion seurauksena. (Hyöty - Virtanen 2004: 1150.) 
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Viimeaikaiset tutkimukset ovat osoittaneet bakteerien suojaavan roolin autoimmuu-
nisairauksien kehityksessä, kuten tyypin 1 diabeteksessa. Elintason nousu ja sen myö-
tä lisääntynyt hygienia sekä rokotusohjelmat ovat selvästi vähentäneet lasten altistu-
mista taudinaiheuttajille, millä saattaa olla osuutta taudin ilmaantuvuuden nousuun 
(Cooke 2009: 13). 
 
3 Haiman- ja saarekesolusiirrot 
 
Haimansiirto on yksi tehokkaimmista hoitomenetelmistä kun pyritään pitkäaikaiseen 
normoglykemiaan diabeetikoilla. (Lempinen - Nordin - Ekstrand ym. 2011:1365). En-
simmäinen onnistunut haimansiirto tehtiin vuonna 1966 Yhdysvalloissa. (Kelly ym.  
1967.) Euroopassa ensimmäinen haimansiirto tehtiin vuonna 1972 ja kaksi vuotta sen 
jälkeen Pohjoismaissa. Suomessa HYKS:ssa tehtiin ensimmäinen haimansiirto vuonna 
2010 munuaisten vajaatoimintaa sairastavalle tyypin 1 diabeetikolle, jolloin samanai-
kaisesti haiman kanssa siirrettiin myös munuainen. (Lempinen - Nordin - Ekstrand ym. 
2011:1365.) Suomen lisäksi Pohjoismaissa on neljä keskusta, joissa tehdään haiman-
siirtoja: kolme Ruotsissa ja yksi Norjassa. 
 
Haiman insuliinia tuottavat beetasolut sijaitsevat Langerhansin saarekkeissa, joita on 
haimassa tavallisesti noin miljoona. Saarekkeissa löytyvät beetasolujen lisäksi myös 
muita soluja, kuten glukagonia erittävia alfasoluja ja somatostatiinia erittäviä deltasolu-
ja. Haiman saarekesolusiirto on hoitovaihtoehto sellaisille tyypin 1 diabeetikoille, joilla 
on vaikeita hypoglykemian oireita ja joille on jo aiemmin tehty munuaissiirto ja näin ol-
len jo entuudestaan käyttävät pysyvää hyljinnänestolääkitystä. Koska valtaosa saarek-
keista tuhoutuu heti jouduttuaan kosketuksiin porttilaskimon veren kanssa, tarvitaan 
yhtä potilasta varten usean luovuttajan saarekkeet ja hoitotoimenpidettä pitää uusia 
useaan kertaan. (Salmela 2007: 8.) Suomessa astui voimaan vuonna 2010 uusi elin-
siirtoja koskeva laki (9 §). Elinluovutuksen saa tehdä, jos ei ole tiedossa, että vainaja 
eläessään olisi kieltänyt toimenpiteen. Lakiuudistuksen tarkoituksena oli mm lisätä elin-
siirtoja (Toikkanen 2010).  
 
Scandiatransplant on pohjoismainen elinsiirto-organisaatio, jonka alaisuudessa vuonna 
2000 aloitti toimintansa saarakesolusiirtohanke. Hankkeen toiminnan keskuspaikka on 
Rudbeck- laboratorio Uppsalan yliopistossa. Pohjoismaiset elinsiirtoyksiköt työskente-
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levät yhteistyössä ja huolehtivat elinluovuttajien haimojen talteenotosta ja lähettämises-
tä Rudbeck- laboratorioon saarekkeiden eristystä varten. Sieltä saarekkeet lähetetään 
edelleen saantivuorossa olevalle yhteisen pohjoismaisen jonotuslistan potilaalle. Upp-
salan yliopiston saarekesolulaboratorio pystyy vastaanottamaan ja käsittelemään 
haimoja vuorokauden jokaisena tuntina, seitsemänä päivänä viikossa (Salmela 2007: 
7.)  
 
Vuonna 2007 Juvenile Diabetes Research Foundation (JDRF) käynnisti uuden tutki-
musohjelman ‘Network for Pancreatic Organ Donors with Diabetes’ (nPOD). Tutkimus-
ohjelman yhtenä tärkeänä osana on tutkia elinluovuttajien haimasta beeta- solujen toi-
mintaa sekä tyypin 1 diabetekseen (T1D) liittyviä saarekesoluilmiöitä. Tarkoituksena on 
myös löytää keinoja onnistuneeseen siirtoon tarvittavien saarekkeiden määrän vähen-
tämiseksi. Laajaan kansainväliseen tutkimus verkostoon kuuluu myös suomalainen 
kansallinen (PanFin) tutkimusverkosto.  
 
Suomessa vuonna 2011 käynnistettiin uusi tutkimusohjelma tyypin 1 diabeteksen eh-
käisemiseksi “Persistent Virus Infection in Diabetes Network” (PEVNET). PEVNET- 
tutkimusohjelma pohjautuu laajaan eurooppalaisten biopankkien ja alan huippuasian-
tuntijoiden muodostamaan verkostoon. Tutkimusohjelman tavoitteena on selvittää vi-
rusten osuutta tyypin 1 diabeteksen synnyssä. Tutkimusohjelmalla on mahdollisuus 
saada esidiabeettisen kuolleen ihmisen kudosnäytteitä eri maista, joista voidaan seura-
ta tautiprosessia ja etsiä merkkejä virusinfektioista. PEVNET tekee myös kiinteää yh-
teistyötä kansainvälisen JDRF:n kanssa maailmalaajuisen yhteistyöverkoston luo-
miseksi. (Diabetesliitto 2011.) 
 
4 Autovasta-aineet 
 
Vasta-aineet palvelevat immuunipuolustusta monella tavalla: ne neutraloivat mikrobeja, 
pystyvät aktivoimaan komplementin ja esittelevät bakteereita T-soluille sekä voimista-
vat tulehdusreaktion syntyä. Kun vasta-aineet kohdistuvat epätarkoituksenmukaisesti 
elimistön omiin rakenteisiin, puhutaan autovasta-aineista. Autovasta-aineita esiintyy 
kaikissa vasta-aineluokissa, mutta diagnostiikassa hyödyllisistä autovasta-aineista suu-
rin osa kuuluu IgG- luokkaan. Kun verenkiertoon ilmaantuu autovasta-aineita, se on 
merkki autoimmuunitaudista tai käynnissä olevasta immunologisesta tapahtumasta. 
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Joillakin autovasta-aineilla voi olla myös suora patogeneettinen merkitys tautien syn-
nyssä. (Julkunen - Miettinen 2011b: 3115.) 
 
Autoimmuunitauteihin kuuluu suuri joukko taudinkuvaltaan hyvin erilaisia sairauksia, 
jotka diagnosoidaan oireiden, kliinisten löydösten, laboratoriotutkimusten ja muiden 
erikoistutkimusten perusteella. Usein niiden diagnostiikassa autovasta-ainetestit ovat 
keskeisiä, mutta niistä on hyötyä myös näiden tautien ennusteen, elinkomplikaatioiden, 
aktiivisuuden ja hoitovasteen arviossa. Autovasta-aineiden esiintyminen ja erityisesti 
niiden pitoisuuden nousu voi ennakoida taudin puhkeamista tai hoidossa olevan poti-
laan taudin uusimista. Autovasta-ainemäärityksillä on käytännön merkitystä noin 40 
autoimmuunitaudissa. (Julkunen - Miettinen 2011b: 3115.) 
 
4.1 Tyypin 1 diabeteksen autovasta-aineet 
 
Beetasoluspesifisten autovasta-aineiden ilmaantuminen verenkiertoon on merkkinä 
tautiprosessin käynnistymisestä, ja niillä on ennusteellista arvoa tautiriskin arvioimises-
sa. Diagnoosi tehdään kliinisin perustein ja taudin puhkeamista voi edeltää vuosia kes-
tävä oireeton vaihe. (WHO 1999: 1-49; Rose – Bona 1993: 426.)  
 
Nykyisin tunnetaan viisi beetasoluspesifistä autovasta-ainetta, joilla on merkitystä tyy-
pin 1 diabetesriskin arvioinnissa: IAA (insuliiniautovasta-aineet), GADA (glutamaatti-
dekarboksylaasivasta-aineet), IA-2A (islet antigen 2-vasta-aineet), ZnT8A (sink-
kitransportterivasta-aineet) sekä saarekesoluvasta-aineet (Islet Cell Autoantibodies, 
ICA).  
 
Seurannoissa on todettu, että nuorena ilmestyvät autovasta-aineet, korkea ICA- tiitteri, 
autovasta–aineiden multipositiivisuus, pysyvä IAA:n esiintyminen ovat merkki tyypin 1 
diabetekseen sairastumisen riskistä (Julkunen - Miettinen 2011a: 3125). Lisäksi, auto-
vasta-aineiden ilmaantumista verenkiertoon on jo vuosia käytetty kliinisissä seuranta-
tutkimuksissa diabeetikon perheenjäsenten tautiriskin arvioinnissa (Julkunen - Mietti-
nen 2011b: 3115 – 3124; Siljander - Knip 2011:3746). 
 
4.1.1 Saarekesoluvasta-aineet (ICA)  
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Saarekesoluvasta-aineet (ICA) koostuvat pääosin immunoglobuliinimolekyyli G-
luokkaan kuuluvasta, IgG1-molekyyleistä, jotka tunnistavat useita Langerhansin saa-
rekkeiden solujen sisäisiä rakenteita, ja näin ollen eivät ole haiman beetasoluille spe-
sifisiä. ICA:n kaikkia komponentteja ei ole vieläkään karakterisoitu, tunnetuimpia kom-
ponentteja ovat IA-2-autovasta-aineet IA-2 ja GAD-autovasta-aineet (Månsson - Tom - 
Landin - Olson 2001: 85 - 90.) 
 
Saarekesoluvasta-aineita (ICA) määritetään immuunofluorosenssimenetelmällä, johon 
tarvitaan O-veriryhmän elinluovuttajan haimakudosta. Saarekesoluvasta-ainetasot, 
jotka ovat alle 10 JDFU:ta (Juvenile Diabetes Foundation Unit), tulkitaan merkitykset-
tömiksi vasta-ainetasoiksi, ellei tutkittavilla ole muita esidiabetekseen liittyviä oireita tai 
biokemiallisia autovasta-aineita. Sen sijaan, 10 JDF- yksikköä suurempia saarekesolu-
vasta-ainepitoisuuksia pidetään merkkinä jo käynnissä olevasta beetasolutuhosta ja 
näillä tutkittavilla on yleensä todettavissa myös muita diabetekseen liittyviä autovasta-
aineita. Menetelmä on vaikea standardisoida, ja käytännön suorittamisen hankaluuden 
takia se soveltuu huonosti kliiniseen käyttöön. (Bringley 1996:1720; Siljander - Simell - 
Hiekkala 2009: 2835.) 
 
4.1.2 Insuliiniautovasta-aineet (IAA) 
 
Insuliini on beetasoluspesifinen autoantigeeni. Insuliiniautovasta-aineet ilmaantuvat 
pienillä lapsilla yleensä ensimmäisenä T1D autovasta-aineista ja ovat merkkinä T1D 
kehityksestä (Kimpimäki ym 2001: 4782.) Tutkimukset osoittivat, että niiden taso ja 
yleisyys diagnoosissa korreloivat käänteisesti iän kanssa (Kikkas - Mallone - Tubiana - 
Rufi ym 2013: 1.) On havaittu, että merkittävästi suurentuneet IAA-pitoisuudet viittaavat 
nopeaan beetasolutuhoon ja sairastumiseen. Vastasairastuneista tyypin 1 diabeetikois-
ta 20 - 60 % on IAA positiivisia, riippuen taustaväestöstä, sairastumisiästä ja geneetti-
sestä tautitaipumuksesta. (Kimpimäki - Kulmala - Savola ym 2002: 4572; Siljander - 
Knip 2011:3747.) 
 
4.1.3 Glutamaattidekarboksylaasiautovasta-aineet (GADA)  
 
Glutamaattidekarboksylaasi (GAD) on entsyymi, joka katalysoi tärkeää aivojen inhibito-
rista välittäjäainetta, jolloin syntyy gamma-aminovoihappoa (GABA). Gamma-
aminovoihappo säätelee insuliinin, glukagonin ja somatostaatiinin eritystä. (Rabin - 
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Pleasic - Shapiro ym. 1994: 3183.) Useimmiten GAD-autovasta-ainepositiivisuus tode-
taan insuliiniautovasta-aineiden jälkeen ja ne ovat yleisimpiä murrosikäisillä ja sitä van-
hemmalla iällä sairastuneilla (Tuomi - Groop - Zimmet ym 1993: 359). GADA ei ole 
T1D spesifinen autovasta-aine. Tutkimukset osoittivat, että tyypin 1 diabeetikoista 
diagnoosihetkellä on 20 – 90 % GAD- autovasta–ainepositiivisia (Seissler - Amman - 
Mauch ym 1993: 1394). Aikuisiällä kehittyvän tyypin 1 diabeteksen diagnostiikassa 
voivat vasta-ainemääritykset olla hyödyllisiä. Tällöin useimmiten käytetään GADA- 
määritystä jolla katsotaan olevan ennusteellista arvoa tautiriskin kehittymisen kannalta. 
(Julkunen - Miettinen 2011b: 3119 - 3120; Kimpimäki - Kupila - Hämäläinen ym. 2001: 
4782.) 
 
4.1.4 Saarekesoluantigeeni-2-autovasta-aineet (IA-2A) 
 
Saarekesoluantigeeni-2-autovasta-aineet (IA-2A, islet antigen- 2 antibodies) sitoutuvat 
proteiinityrofosfataasien ryhmään kuuluvaan 40 kD:n kokoiseen proteiinin. IA-2-
autovasta-aineita voidaan havaita jo varhaisessa vaiheessa, mutta useimmiten saare-
kesoluvasta-aine-2 positiivisuutta pidetään merkkinä pitkälle edenneestä esidiabetek-
sesta, koska kaikista T1D autovasta-aineista IA-2A ilmenee yleensä viimeisenä. Se on 
T1D;lle spesifinen autovasta-aine. (Rabin - Pleasic - Shapiro ym. 1994: 3183.) 
 
4.1.5 Sinkin kuljetusmolekyyli-8-autovasta-aineet (ZnT8A) 
 
Sinkin kuljetusmolekyyli 8 ekspressoidaan haiman beetasoluissa, jossa se toimii osana 
ionikuljetuskanavaa ja mahdollistaa sinkin kuljettamisen beetasolujen insuliinia varas-
toiviin rakkularakenteisiin (Chimienti - Devergnas - Favier - Seve 2004: 2330). ZnT8-
autovasta-aineilla on tärkeää ennusteellinen merkitys tyypin 1 diabeteksen sairastumi-
sessa (Achenbach - Lampasona - Landherr ja ym 2009: 1881). 
 
Autovasta-aineet sinkin kuljetusmolekyyli 8:n kohtaan ilmaantuvat useimmiten insulii-
niautovasta-aineiden jälkeen ja niillä on ennusteellista arvoa TD1 sairastumisessa vas-
ta yli vuoden ikäisillä lapsilla. Vastasairastuneista tyypin 1 diabeetikoista n. 60 - 70 
%:lla on diagnoosihetkellä ZnT8-autovasta-aineita (Chimienti ym 2004: 2330; Achen-
bach ym 2009: 1881; Siljander - Knip 2011: 3748 - 3749.) 
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5 Autovasta-aineiden tutkimusmenetelmät 
 
Opinnäytetyössä optimoidaan sekä standardi RBA-menetelmä että kaupallinen ent-
syymi-immunologinen määritysmenetelmä (ELISA, enzyme-linked immunosorbent as-
say, ELISA RSR Ltd, Iso-Britannia) kolmelle eri autovasta-aineelle (GADA-, IA-2A- ja 
ZnT8A) Tarkoituksena on kuvata sekä standardi (in house) RBA-menetelmän että kau-
pallisen RSR ELISA-menetelmän optimoinnin tarkimmat yksityiskohdat. 
 
5.1 Radioimmunologinen määritys (radiobinding assay, RBA) 
 
Radioimmunologisessa (RBA) määrityksessä radioisotoopilla leimattu antigeeni sitou-
tuu näytteessä olevaan vasta-aineeseen (Kuva 1). Mitä enemmän tutkittavassa näyt-
teessä on vasta-ainetta, sitä enemmän radioaktiivista antigeeniä sitoutuu. Protein-A-
Sepharosen (PAS) lisäyksen jälkeen Protein A sitoutuu immunoglobulinin Fc- osaan. 
Sitoutumaton leima pestään pois joko filtteri- tai sentrifugaatiopesuilla ja näytteiden 
radioaktiivisuus mitataan nestetuikelaskurilla (Microbeta Trilux 1450, Perkin Elmer). 
Radioisotoopilla leimattujen proteiinien valmistus on selitetty liitteessä 1. 
 
Lastenklinikan tieteellisessä laboratoriossa autovasta-aineiden pitoisuudet ilmoitetaan 
suhteellisissa yksiköissä (RU-arvolla, relative units), jotka on määritetty laboratorion 
omien standardilaimennossarjojen avulla. Näytteiden sisältämä radioaktiivisuus ’counts 
per minute’ (cpm), siirtyy automaattisesti WiaCalc-ohjelmaan, jossa näytteiden vasta-
ainetasot lasketaan standardisuoran perusteella.  
 
Positiivisuuden raja-arvon määrittämiseksi käytetään terveitä verrokkeja, joiden tulok-
sista lasketaan positiivisen näytteen raja-arvo. Raja-arvo perustuu verrokkiaineiston 99 
persentiiliin, mikä tarkoittaa, että 1 % varokkeista ylittää tämän arvon. (Savola ja ym. 
1998a: 1294; Savola ja ym. 1998b: 124 - 126.) Laboratoriossamme GADA-
määrityksessä positiivisuuden raja-arvo on 5,36 RU, ja uusintarajoina 3,0 – 8,0 RU. IA-
2A-määrityksessä positiivisuuden raja-arvo on 0,77 RU ja uusintarajoina käytetään 
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0,58 – 2,0 RU. ZnT8A-määrityksessä positiivisuuden raja-arvo on 0,61 RU ja uusintara-
joina käytetään 0,30 – 3,0 RU. Jos uusintamäärityksen tulos ja ensimmäisen määrityk-
sen tulos poikkeavat toisistaan, tehdään toinen uusinta, kunnes saadaan joko kaksi 
positiivista tai negatiivista tulosta, joista lasketaan keskiarvo ja tätä pidetään lopullisena 
tuloksena. 
 
 
 
KUVA 1. RBA-menetelmän periaate (Mukaillen Unanue-Alt-McDevitt. 2008. Advenced In Immu-
nology. vol. 100:57). 
 
Lastenklinikan tieteellinen laboratorio on vuodesta 2002 alkaen osallistunut kansainvä-
liseen DASP- (Diabetes Autoantibody Standardisation Program) ja IASP- (Islet Autoan-
tibody Standardisation Program) ohjelmiin, joiden tarkoituksena on standardisoida au-
tovasta-aineiden määritysmenetelmiä eri laboratoriossa. Näihin ohjelmiin osallistumi-
nen osoittaa laboratorioille myös, miten hyvin niiden menetelmät pystyvät tunnistamaan 
positiiviset (sensitiivisyys) ja negatiiviset näytteet (spesifisyys). IASP:n puitteissa IA2A- 
ja GADA- määritysten RBA menetelmän RU- arvot muutetaan standardisointiohjelman 
yksiköksi (WHO-yksiköiksi), mikä mahdollistaa tulosten vertailun laboratorioiden välillä.  
 
Lastenklinikan tieteellisen laboratorion RBA - menetelmän IASP - workshop 2013 tu-
lokset olivat seuraavat: GADA-määrityksen herkkyys oli 70 % ja spesifisyys 98 %. IA-
2A-määrityksen herkkyys oli 62 % ja spesifisyys 100 %. ZnT8-autovasta – ainemääri-
tyksen herkkyys oli 62 % ja spesifisyys 99 %. 
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5.2 Entsyymi-immunologinen määritys (ELISA) 
 
Tutkimustyössäni käytin RSR ELISA- kittiä, jonka vasta-ainemääritys perustuu non-
kompetetiivisen ELISA- määritysmenetelmään. Tässä määritysmenetelmässä mitattava 
vasta-aine sitoutuu kuoppalevyn pohjalle sidottuun antigeeniin. Kuvassa 2 on esitetty 
kaavamaisesti tässä työssä käytetyn non-kompetetiivisen määritysmenetelmän periaa-
te. RSR ELISA- levyt on päällystetty antigeenillä, esim. GAD65-proteiinilla. Kun lisä-
tään potilaan seerumia, seerumissa olevat vasta-aineet tarttuvat kuopassa oleviin anti-
geeneihin. Pesujen jälkeen lisättävä biotinyloitu GAD65-proteiini sitoutuu antigeenissa 
kiinni olevaan vasta-aineeseen, jolloin muodostuu sidos kuoppiin kiinnitetyn GAD65- ja 
biotinyloidun GAD65-proteiinien välillä. Inkuboinnin ja pesun jälkeen lisätään streptavi-
diiniperoksidaasi, joka sitoutuu spesifisesti biotiiniin. Sitoutumaton streptavidiiniperok-
sidaasi pestään pois ja lisätään kromogeeni 3,3’-5,5’-tetrametyylibentsidiini (sininen). 
Inkuboinnin jälkeen lisätään pysäytysliuos ja kuoppien väri muuttuu keltaiseksi. Levyt 
mitataan 450 nm aallonpituudella ja tulokset lasketaan testin standardinäytteiden pe-
rusteella. (Brooking ym. 2003: 331.)  
 
 
KUVA 2 ELISA- menetelmän periaate (Mukaillen Unanue-Alt-McDevitt. 2008. Advenced In Im-
munology. vol. 100:57). 
 
RSR ELISA - menetelmän DASP – workshop 2010 tulokset olivat seuraavat: GADAb- 
määrityksen herkkyys oli 90 % ja spesifisyys 94 %. Autovasta - aineen IA2 määrityksen 
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herkkyys oli 64 % ja spesifisyys 100 %. ZnT8Ab-määrityksen herkkyys oli 68 % ja spe-
sifisyys 99 %. 
 
 
 
6 Työn tarkoitus, tavoite ja tutkimusongelmat 
 
Helsingin yliopiston Lastenklinikan tieteellisessä laboratoriossa käytössä olevalla stan-
dardi ’in-house’ RBA- menetelmällä analysoidaan seerumista tai plasmasta tyypin 1 
diabetekseen assosioituvien autovasta-aineiden (IA-2A, GADA, IAA ja ZnT8A) pitoi-
suudet. Näyteaineistona ovat mm T1D sairastuneet, alle 16-vuotiaat lapset ja heidän 
perheenjäsenensä sekä useiden kansainvälisten tutkimusten puitteissa saapuvat tut-
kimusnäytteet. Tämän lisäksi, laboratoriomme on vuodesta 2004 lähtien määrittänyt 
elinluovuttajien näytteistä GADA-, IA-2A-, ZnT8A- ja IAA-pitoisuudet standardi RBA- 
menetelmällä. 
 
Standardi RBA-menetelmällä autovasta-aineiden määritysaika on lyhyimmilläänkin 24 
tuntia. Tutkimustyön tarkoitus on kehittää pikamääritysmenetelmä, jolloin saisimme 
lyhyemmässä ajassa määritetyksi, onko elinluovuttajien seerumissa diabetekseen liitty-
viä autovasta-aineita. Näin saisimme elinluovuttajan haiman tarkoituksenmukaiseen 
jatkokäsittelyyn: vasta-ainenegatiivisen luovuttajan haima käytetään saarekesolujen 
eristykseen ja elinsiirtoihin, kun taas vasta-ainepositiivisen haimasta otetaan ribonukle-
iinihappo- (RNA) ja erilaisia histologisia näytteitä tutkimuskäyttöön. Tavoitteena on 
saada tulokset noin kahdessa tunnissa siten, että tieto elinluovuttajan diabetesautovas-
ta-aineista on selvillä haiman saapuessa Uppsalan yliopiston saarekesolulaboratorioon 
noin klo 9:00 Suomen aikaa. 
 
Edellä mainitun takia, menetelmien optimoinnissa pitää ottaa huomioon, paitsi määri-
tyksen luotettavuus, myös siihen kuluva aika ja kustannukset. Työssä kehitettiin pika-
määritysmenetelmä kolmelle eri autovasta-aineille: GADA, IA-2A sekä ZnT8A. Koska 
saarekesoluvasta-aineita määritetään immuunofluorosenssi- menetelmällä, joka on 
vaikea standardisoida, käytännön suorittamisen takia menetelmän kehittämisen poh-
jaksi valittiin standardi RBA- ja RSR ELISA- menetelmät. IAA määrittämiseksi ei ollut 
saatavilla luotettavaa ELISA-kittiä, joten tutkimustyössäni IAA pikamääritysmenetelmä 
ei kehitetty. Työ pohjautuu osittain Maniatis ja kumppaneidensa (Maniatis – Yu – Miao - 
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Nelson – Eisenbarth ym 2001: 71 - 76.) kehittämään pikamääritysmenetelmään. Ma-
niatiksen ym.tarkoituksena oli kehittää ja arvioida nopea RBA- määritys diabetekseen 
liittyvien autovasta-aineiden (GADA, IA-2A ja IAA) tunnistamiseksi. He kehittivät nope-
an, kaikkien kolmen autovasta-aineen yhtäaikaisen määrityksen, joka voidaan suorittaa 
noin kolmessa tunnissa. Määritysaika kesti noin kolme tuntia, mikä ei ole tarpeeksi no-
pea meidän tarkoituksiimme. 
 
ELISA- pikamenetelmän kehittäminen pohjautuu osittain nPOD- ja PEVNET- tutkimus-
ohjelmissa käytössä olevaan noin kolme tunnin kestoiseen ELISA- pikamääritysmene-
telmään (Fransesco Dotta - työohje). 
 
Tutkimusongelmat ovat seuraavat:  
 
Ongelma 1. Miten kehittää ja optimoida standardi RBA - menetelmää niin, että tulokset 
saadaan valmiiksi noin kahdessa tunnissa ja ne korreloivat standardi RBA- ja ELISA- 
tulosten kanssa? 
 
Ongelma 2. Miten kehittää ja optimoida RSR ELISA- menetelmiä niin, että tulokset 
saadaan valmiiksi noin kahdessa tunnissa, ja tulokset ovat yhteneviä ELISA- kitin val-
mistajan ohjeiden mukaan saatujen tulosten kanssa ja ne korreloivat RBA- tulosten 
kanssa? 
 
Olemme analysoineet vuodesta 2004 n. 1000 elinluovuttajan autovasta-aineet (GADA, 
IA-2A, IAA, ZnT8A ja ICA). Näistä n. 5 % on ollut GADA, IA-2A tai/ja ZnT8A positiivi-
nen. Tavoitteena on tulevaisuudessa saada näiden GADA-, IA-2A- ja/tai ZnT8A-vasta-
ainepositiivisten elinluovuttajien haimat diabetestutkimuksen käyttöön.  
 
7 Toimintaympäristö ja näyteaineistot 
 
Opinnäytetyön suorituspaikka on Helsingin yliopiston Lastenklinikan tieteellinen labora-
torio, Biomedicum 1 toimitiloissa; Professori Mikael Knipin tutkimusryhmässä, joka 
muodostuu projektin johtajasta, tohtoritutkijoista, väitöskirjaopiskelijoista, bioanalyyti-
koista / laboratorioanalyytikoista, systeemisuunnittelijasta sekä koordinaattoreista, jotka 
koordinoivat kansallisia ja kansainvälisiä yhteistyöprojekteja. Laboratoriossamme ana-
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lysoidaan vuosittain tuhansia näytteitä, joista määritetään diabetekseen liittyviä auto-
vasta-aineita. 
 
 
 
 
 
 
 
7.1 Lasten diabetesrekisterin näyteaineisto 
 
Tutkimustyössä analysoidaan laboratoriossa käytössä olevia Lasten diabetesrekisterin 
seeruminäytteitä, joiden tutkimuskäytöstä on olemassa eettinen lupa. Tutkimuksessa 
käytetyistä näytteistä poistetaan tutkittavan tiedot ja niitä käsitellään näytenumeron 
perusteella. Näytekokoelma kuuluu vuonna 2002 perustettuun valtakunnalliseen hank-
keeseen, jonka tehtävänä on ylläpitää Lasten diabetesrekisteriä. Näytteet kerätään 
vastasairastuneista alle 16-vuotiaista lapsista ja heidän perheenjäsenistä. Näytteiden 
ottoyksiköt ympäri Suomea lähettävät näytteet Lastenklinikan tieteelliseen laboratori-
oon. Syyskuussa 2014, rekisterissä on noin 5100 diabeetikon ja noin 11600 perheenjä-
senien näytteet. Päivittäin rekisteriin tulee lisää noin 10 näytettä. 
 
7.2 Elinluovuttajien näyterekisteri 
 
Diabetesrekisterin lisäksi laboratoriossamme on elinluovuttajien näyterekisteri, johon 
vuodesta 2004 lähtien on kertynyt noin 1000 näytettä. Transplantaatiotiimi lähettää 
verinäytteet HUS:n viruslaboratorioon, josta näytteet haetaan Lastenklinikan tieteellisen 
laboratorioon. Transplantaatiotiimi koodaa elinluovuttajanäytteet niin, että koodi sisäl-
tää haiman järjestysluvun (Elinluovuttajan hoito-ohje 2013). Lastenklinikan tieteellises-
sä laboratoriossa rekisteröidään näytteet, määritetään diabetekseen liittyvät autovasta-
aineet sekä eristetään hepariiniverestä perifeerisen veren mononukleaariset solut Fi-
coll-tiheysgradienttisentrifugaatio- menetelmää käyttäen. Eristetyt solut pakastetaan -
150 °C ja nestekaasufaasiin, plasma- sekä seeruminäytteet -80 °C. 
 
8 Toteutus 
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Lastenklinikan tieteellisessä laboratoriossa GAD-, IA-2- ja ZnT8-autovasta-aineiden 
pitoisuudet määritetään seerumista tai plasmasta standardi RBA–menetelmällä. Käy-
tössä olevalla menetelmällä tulokset saadaan vuorokaudessa. Tässä työssä tarkoitus 
on kehittää ja optimoida nopea analyysimenetelmä. Laboratoriossamme ja tässä työs-
sä nopea RBA- ja nopea ELISA- menetelmä kutsutaan myös ’pika RBA- ja pika ELISA- 
menetelmäksi’. Tämän työn perusteella voidaan arvioida, pystytäänkö tarpeeksi nope-
asti antamaan tieto elinluovuttajan T1D autovasta-aineista Upsalassa sijaitsevaan poh-
joismaiseen saarekesolulaboratorioon. 
 
Työ toteutettiin syksyllä 2013. Nopean menetelmän kehittäminen jakaantui kahteen 
osioon: 
 
Ensimmäisessä osiossa kehitettiin ja optimoitiin RBA- menetelmä käyttäen ensin Las-
ten diabetesrekisterin kuutta seeruminäytettä. Tutkimuksen käyttöön valittiin näytteet, 
joista oli jo aiemmin, vuosien varrella useamman kerran määritetty IA-2A, GADA sekä 
standardi- että pika n. kolme tunnin RBA- menetelmällä (Maniatis ym 2001: 71 - 76). 
ZnT8A- määritystä ei tehty kolmen tunnin kestoisella pikamenetelmällä, joten ZnT8A oli 
aiemmin määritetty ainoastaan standardimenetelmällä. Jokaiselle autovasta-
ainemääritykselle valittiin oma kuuden seerumin näytesarja. Nämä näytteet kuuluvat 
laboratoriossamme nk. harjoitusnäytteiden sarjaan, jotka käytetään uuden työntekijän 
tai tutkijan perehdyttämisessä. Koska autovasta-aineiden pitoisuudet olivat entuudes-
taan tutut, näytteet valittiin siten, että niissä oli eri määrä ja eri pitoisuuksia autovasta-
aineita GAD-, IA2- ja ZnT8 vastaan sekä autovasta-ainenegatiivisia näytteitä. Määritys 
toistettiin useita kertoja. Yhteenveto RBA- menetelmistä on esitetty taulukossa 1. 
 
RBA- menetelmän optimoinnissa käytettiin myös 37 seeruminäytetttä, joista 17 oli dia-
beetikkojen näytteitä. Diabeetikkonäytteissä oli eri määrä, erilaisia autovasta-
ainepitoisuuksia. Näytteistä 20 oli ei-diabeettisten sisarusten standardi RBA:lla auto-
vasta-ainenegatiivisia näytteitä. Tällä aineistolla haluttiin selvittää menetelmien sensitii-
visyyttä, eli miten hyvin menetelmät pystyvät tunnistamaan positiiviset (17 diabeetik-
koa) näytteet ja spesifisyyttä, eli miten hyvin menetelmät pystyvät tunnistamaan nega-
tiiviset (20 ei-diabeettista sisarusta) näytteet). Lisäksi haluttiin selvittää standardi- ja 
nopea RBA- menetelmillä saatujen tulosten korrelaatiota.  
 
Työn toisessa osiossa kehitettiin ja optimoitiin kaupallista ELISA- menetelmää ja tämän 
toteuttamiseen käytettiin samoja kuutta seeruminäytteitä kuin RBA- määrityksen opti-
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moinnissa. ELISA- menetelmä ei ole ollut aiemmin käytössä laboratoriossamme. Työs-
sä edettiin siten, että aluksi testattiin ELISA- kittien toimivuus määrittämällä näytteet 
ensin RSR ELISA- kitin valmistajan ohjeen mukaan useamman kerran (Taulukko 2). 
ELISA- pikamenetelmän kehittäminen aloitettiin analysoimalla kuutta seeruminäytteitä 
ensin nPOD- ja PEVNET- tutkimusohjelman noin kolme tunnin ELISA- pika menetel-
mällä (Fransesco Dottan työohje) (Taulukko 2). Optimointia jatkettiin mm lyhentämällä 
inkubointiaikoja edelleen saadaksemme pikamenetelmän, joka on tarpeeksi nopea 
meidän tarkoituksiimme.  
 
Sen jälkeen analysoitiin samat 37 seeruminäytettä, joita käytettiin ensimmäisessä osi-
ossa. Idea oli sama kuten ensimmäisessä osiossa, haluttiin selvittää standardi- ja no-
pean ELISA-autovasta-ainemäärityksen sensitiivisyyttä, spesifisyyttä ja tulosten korre-
laatiota. 
 
Opinnäytetyöni on osa työelämän tutkimusta ja tarkoitus on, että työpaikallani tämä työ 
toimii tulevaisuudessa näiden menetelmien optimointiprosessien käytännön käsikirjana. 
Näin ollen seuraavissa alaluvuissa kuvataan sekä RBA- että ELISA- menetelmän opti-
mointia yksityiskohtaisesti ja meidän työpaikan vakiintuneita käsitteitä käyttäen.  
 
 8.1 Radioimmunologisen määrityksen optimointi 
 
RBA- kahden tunnin pikamenetelmän kehittäminen tehtiin niin, että ensin analysoitiin 
kuusi seerumia Maniatiksen (Maniatis ym 2001: 71 - 76.) ohjeiden mukaan (Taulukko 
1). Tällä menetelmällä saatujen GADA ja IA-2A tulosten oli aiemmin todettu korreloivan 
hyvin standardimenetelmällä saatuihin tuloksiin. (Ronkainen 2003.)Tässä työssä, hyö-
dynnettiin aiempia kokemuksia ja tuloksia. 
 
Menetelmän kehittämistä ja optimointia jatkettiin lyhentämällä edelleen inkubaatioaiko-
ja. Tämän lisäksi testattiin käyttövalmiiksi säädetyn 35S-metioniini-leimatun proteiinin 
säilyvyyttä ja sulatusnopeutta. Tehtiin jokaiselle pikamääritykselle oma pipetointikaavio 
siten, että nestetuikelaskurin kaikki 12 detektoria ovat yhtäaikaisesti käytössä (Liite 2). 
Standardit ja kontrollit pipetoitiin valmiiksi 96-syväkuoppalevylle ja testattiin pipetoitujen 
näytteiden säilyvyyttä ja toimivuutta sulattamisen jälkeen. Testattiin myös näiden näyt-
teiden sulatusnopeutta. Testaukset aloitettiin yksi autovasta-ainemääritys ja yksi muu-
tos kerrallaan. Optimointi oli samansuuntainen jokaisen määrityksen kohdalla. Lopuksi 
kokeiltiin kolmen (GADA, IA-2A ja ZNT8A) määritysten samanaikaista suoritusta. Tu-
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lokset koottiin Microsoft Office Excel - taulukkoon, SPSS- ja Graph Pad- ohjelmiin tilas-
tollista analysointia varten. Nopean autovasta-ainemäärityksen kehittämistä ja opti-
mointia jatkettiin kunnes saatiin tulokset valmiiksi noin kahdessa tunnissa ja tulokset 
olivat yhteneviä standardi RBA- menetelmällä saatuihin tuloksiin. 
 
Menetelmän ollessa valmis analysoitiin 37 seeruminäytettä. Tällä aineistolla haluttiin 
selvittää nopean autovasta-ainemäärityksen sensitiivisyyttä, spesifisyyttä ja eri mene-
telmillä saatujen tulosten korrelaatiota.  
 
Taulukko 1. Lastenklinikan tieteellisen laboratorion standardi RBA – menetelmän yhteenveto ja 
sen modifikaatio pikamenetelmäksi (n. 3 ja 2 tuntia).  
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8.1.2 Standardi GADA  
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Menetelmä on julkaistu Savola ym. artikkelissa (Savola ym 1998: 1293 -1297). Stan-
dardi RBA GAD-autovasta-ainemäärityksessä pipetoidaan 96-syväkuoppalevylle rin-
nakkaisnäytteinä 2 μl tutkittavaa seerumia, standardeja sekä korkea ja matala positiivi-
nen kontrolli. Leimattu antigeeni laimennetaan TBST - puskuriin (50 mM Tris, 150 mM 
NaCl, 0.1 % Tween-20, pH 7,4) siten, että kuopan aktiivisuus on 20 000 cpm / 50 µl 
TBST. Leimaa lisätään 50 l / kuoppa, sentrifugoidaan reaktioseos lyhyesti ja peitetään 
kannella. Näytteitä inkuboidaan yön yli (+4 °C) ravistelussa. 
 
Seuraavana päivänä muodostuneet immuunokompleksit sidotaan PAS:aan (Protein A 
Sepharose™ CL-4B, 17–0963, Amersham Biosciences, Uppsala, Ruotsi; sisältää 20 % 
etanolia). Koeputkeen pipetoidaan tarvittava PAS-liuoksen määrä siten, että jokaisen 
kuoppaan tulee 10 l PAS- suspensiota. PAS:n sisältämä 20 % etanoli pestään pois 
lisäämällä vähintään nelikertainen määrä TBST:tä. PAS - suspensiota pipetoidaan jo-
kaiseen kuoppaan 50 l / kuoppa, inkuboidaan kylmässä (+4 ºC) ravistelussa vähin-
tään 60 minuuttia. PAS:aan sitoutuneet antigeeni-vasta-ainekompleksit erotetaan va-
paasta leimatusta antigeenistä sentrifugipesulla (5x). Pesujen jälkeen kuoppalevyt lai-
tetaan kylmään (+4 ºC) 30 minuutin ravisteluun. 
 
Kuoppien sisältämä radioaktiivisuus mitataan lisäämällä 100 l tuikenestettä mittausle-
vyille ja siirtämällä PAS- suspensio kuoppalevyltä mittauslevyn vastaaviin kuoppiin. 
Levy sekoitetaan vähintään 15 min huoneenlämmössä (HL), pimeässä. Näytteiden 
radioaktiivisuus mitataan, laskuaika 5 min / kuoppa. Menetelmien yhteenveto on esitet-
ty taulukossa 1. 
 
8.1.3 GADA-pikamenetelmä 
 
Pikamäärityksessä lyhennettiin inkubaatioaikoja ja nostettiin lämpötilaa (Taulukko 1). 
Tämän lisäksi radioaktiivisella rikillä (S-35) leimattu proteiini säädettiin haluttuun aktiivi-
suuteen, jaettiin eriin ja pakastettiin -80 °C. Standardit ja kontrollit pipetoitiin myös val-
miiksi 96-syväkuoppalevylle siten, että nestetuikelaskurin kaikki 12 detektoria ovat yh-
täaikaisesti käytössä (Liite 2). Levy päällystettiin parafilmillä ja pakastettiin -80 °C. Mää-
rityksen alkaessa otetaan leima ja syväkuoppalevy huoneenlämpöön (20 - 25 °C) su-
lamaan ja pipetoitiin 2 μl tutkittavaa näytettä. Päälle lisättiin 50 μl leimaa ja inkuboitiin 
40 minuuttia HL:ssa ravistelussa. Inkubaatioaikana pestiin PAS ja lisättiin jokaiseen 
kuoppaan 50 l PAS / TBST:tä kuten edellä standardimenetelmässä. Inkuboitiin HL:ssä 
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ravistelussa 20 minuuttia. Työtä jatkettiin kuten standardi RBA, mutta pesujen jälkeen 
kuoppalevyt laitettiin vain 4 minuutin ravisteluun. Lisäksi, ennen laskua mittauslevyt 
sekoitettiin ainoastaan 3 minuuttia voimakkaasti ja mittausaika laskettiin 2 minuuttiin 
kuoppaa kohden. 
 
8.1.4 Standardi IA-2A 
 
Standardi IA-2 - autovasta-ainemääritys on julkaistu Savola ym. artikkelissa (Savola 
ym.1998: 424 - 429). Pipetoidaan rinnakkaisnäytteinä 2 μl tutkittavaa seerumia, stan-
dardeja ja kontrolleja (korkea ja matala positiivinen kontrolli) kuoppalevylle. Radioaktii-
visella rikillä (S-35) leimattu proteiini säädetään 10 000 cpm / 50 µl TBST. IA-2A määri-
tyksessä pesut ja mittaus tehdään filtterilevyillä (MSHVN4B50, Millipore.) Levyt pinnoi-
tetaan etukäteen 150 - 200 l pinnoitusliuosta (TBST, 0.1 % Tween / 0.1 % BSA). Pin-
noitettujen levyjen annetaan seistä pimeässä huoneenlämmössä kunnes niitä tarvitaan 
pesuvaiheessa. 
 
Seuraavana päivänä jatketaan kuten GADA - määrityksessä, paitsi PAS suspensoi-
daan TBST:n siten, että jokaiseen kuoppaan tulee 5 l / PAS - suspensiota. PAS:aan 
sitoutuneet antigeeni-vasta-ainekompleksit erotetaan vapaasta leimatusta antigeenistä 
imulaitteella siten, että poistetaan ylimääräinen päällystysliuos filtterilevyltä imulaitteella 
ja siirretään näytteet syväkuoppalevyltä vastaaville paikoille filtterilevyn kuoppiin. Pe-
sun aikana imulaite on kokoajan päällä. Pesujen jälkeen (10 x) poistetaan levyn poh-
jasta muovinen kuori ja levyjä kuivataan vetokaapissa vähintään 60 min. Kuivauksen 
jälkeen lisätään kuoppiin tuikenestettä 10 l ja mitataan näytteiden radioaktiivisuus 
nestetuikelaskurilla kuten edellä (Taulukko 1). 
 
8.1.5 IA-2A-pikamenetelmä  
 
 IA-2A-pikamääritys tehtiin kuten edellä, mutta noudattaen samoja poikkeuksia kuin on 
esitetty pika-GADA:ssa. Filtterilevyt kuivataan vetokaapissa käyttäen hiustenkuivaajaa 
nopeuttaen kuoppien kuivumista (10 min). Radioaktiivisuden mittaus nestetuikelaskuril-
la voimassa olevalla laskuohjelmalla, johon on laitettu laskuaika 2 min / kuoppa (Tau-
lukko 1;Liite 2). 
 
8.1.6 Standardi ZnT8A 
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Menetelmä on julkaistu Wenzlau ym. artikkelissa (Wenzlau ym 2007: 17040-5.) ZnT8A-
määrityksen kulku on pitkälle sama kuin IA-2A-määrityksessä, mutta radioaktiivisella 
rikillä (S-35) leimatun proteiini aktiivisuus on 20 000 cpm +/- 1000 cpm / kuoppa. Lisäk-
si määrityksessä käyttöpuskurina on (TBST, 0.15 % Tween / 0.1 % BSA). Myös leiman 
teossa ja PAS:n pesussa, kuten myös filtterilevyjen pinnoituksessa käytetään puskuria, 
jossa on mukana 0.15 % BSA (Taulukko 1). 
 
8.1.7 ZnT8A-pikamenetelmä 
 
ZnT8A-pikamääritys tehtiin kuten edellä, mutta noudattaen samoja olosuhteita ja poik-
keuksia kuin on edellä kuvattu GADA- ja IA-2A pikamäärityksessä (Taulukko 1; Liite 2). 
 
8.1.8 GADA, IA-2A ja ZnT8A-määritys yhtäaikaisesti pika RBA:lla  
 
RBA-pikamenetelmällä kolmen autovasta-aineen määritys yhtäaikaisesti on haasteel-
lista, lähinnä siksi, että pesut eroavat toisistaan joko pesupuskurin tai pesutavan vuok-
si. Jokaiselle (GADA, IA-2A ja ZNT8A) määritykselle on valmiiksi säädettynä radioaktii-
visella rikillä (S-35) leimattu proteiini pakastettu -80 °C. Jokaisen määrityksen standar-
dit ja kontrollit on pipetoitu syväkuoppalevylle siten, että nestetuikelaskurin kaikki 12 
detektoria ovat yhtäaikaisesti käytössä (Liite 2). Ensiksi sulatetaan leimat 37 °C vesi-
hauteessa sekä otetaan jokaisen määrityksen em. syväkuoppalevyt huoneenlämpöön 
sulamaan. Määritys aloitetaan pipetoimalla GADA- levylle 2 μl tutkittavaa näytettä ja 
lisäämällä kaikkiin kuoppiin (standardit, kontrollit ja analysoitava näyte) leimaa 50 μl / 
kuoppa. Työtä jatketaan IA-2A- ja ZnT8A-levyjen pipetoinnilla. Levyjen pipetoinnin on 
oltava tässä järjestyksessä, koska GADA- määritykseen kuuluu eniten aikaa. Ensim-
mäisen inkubaation aikana (40 minuuttia HL) valmistetaan PAS-TBST:ssa sekä syöte-
tään ajolistat WiaCalc:in. Lisäksi laitetaan valmiiksi käytössä olevien laskuohjelmien 
viivakoodit laskulevyjen mittauskasetteihin. Toisen inkubaation aikana (20 min.) järjes-
tetään valmiiksi pesupiste ottaen huomioon sen, että GADA- ja IA-2A-määrityksessä 
käytetään samaa pesupuskuria. GADA- määrityksessä sitoutumaton leima pestään 
pois sentrifugaatiopesuilla ja IA-2A-menetelmässä filtteripesulla: nämä pesut voidaan 
tehdä limittäin. Pyritään siihen, että GADA-levyn pesuun kuuluu n. 20 minuuttia ja IA-
2A levyn pesuun ja näytteiden siirtoon yhteensä n. viisi minuuttia. Pesujen jälkeen, 
GADA-levyn ollessa neljä minuuttia ravistelussa suoritetaan ZnT8A levyn pesu ja näyt-
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teiden siirto kuoppalevyltä filtterilevylle. Radioaktiivisuus mitataan seuraavassa järjes-
tyksessä: GADA, IA-2A ja ZnT8A. Menetelmien yhteenveto on esitetty taulukossa 1. 
 
8.2 ELISA-määrityksen optimointi 
 
Työn toisen osio toteutettiin käyttäen samoja seeruminäytteitä kuin RBA-määrityksen 
optimoinnissa. Työssä edettiin niin, että aluksi testattiin ELISA- kittien toimivuus määrit-
tämällä (6 kpl) näytteet RSR - kitin valmistajan ohjeen mukaan useamman kerran (Tau-
lukko 2). Kustannusten takia testaukset tehtiin GADA-kittiä käyttäen, koska se oli edul-
lisiin, sittemmin testattiin myös IA-2A- ja ZnT8-kitin toimivuutta. Ohjeessa on annettu 
tarkat määräykset näytteen laadusta, pipetointivolyymistä, suoritustavasta sekä määri-
tyksen lämpötilaolosuhteista. Pipetoinnin helpottamiseksi suunniteltiin valmiiksi pipe-
tointikaavio. Lisäksi autovasta-ainemääritykselle haettiin Ascent Software-ohjelmassa 
sopivat asetukset sekä aallonpituus ja tallennettiin valmiiksi. Valittiin Multiskanin ohjel-
ma, joka automaattisesti vähentää blankin arvo absorbanssista ja niiden pohjalta oh-
jelma laskee konsentraatiot. 
 
ELISA- pakkauksen kehikossa olevat liuskat (12 kpl) ovat irrotettavissa, näin on mah-
dollista myöhempää käyttöä varten säästää. Kitin toimivuuden ja tuloksien yhteneväi-
syyden lisäksi tarkasteltiin myös rinnakkaismääritysten variaatiokertoimen (CV %). 
Ideana oli selvittää voidaanko jatkossa tehdä määritykset ilman rinnakkaisia ja näin 
ollen vähentää määrityksen kustannuksia sekä pipetointiin kuuluva aikaa.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Taulukko 2. ELISA menetelmien yhteenveto RSR ELISA:n modifikaatio pikamenetelmäksi (n. 3 
ja 2 tuntia).  
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Menetelmän kehittäminen aloitettiin yksi määritys kerrallaan sekä yksi muutos kerral-
laan. Edettiin lyhentämällä inkubaatioaikoja ja vertailemalla tuloksia standardi- RBA- 
menetelmällä saatuihin tuloksiin. Tavoitteena oli saada yhteneviä tuloksia ja analyysit 
valmiiksi noin kahdessa tunnissa. 
 
Määritysten kehittämisessä pyrittiin valikoimaan olosuhteet siten, että kaikki kolme 
määritystä voitiin tehdä samanaikaisesti. Meidän tutkimusryhmässä ei ole omaa Multis-
kan- laiteetta, joten jokaisen mittausten jälkeen, siirrettiin mitatun levyn absorbanssi- 
että konsentraatiotulokset muistitikulle ja kirjoitettiin muistiin tarvittavat tiedot. Omalla 
työpaikalla tulostettiin tulokset paperille sekä koottiin ne Microsoft Office Excel - tauluk-
koon sekä GraphPad- ohjelmaan tilastollista analysointia varten.  
 
Koodattujen (37 kpl) seeruminäytteiden analysointi tapahtui sen jälkeen, kun kuuden 
seeruminäytteen ja kontrollien tulokset olivat hyväksytyissä rajoissa ja korreloivat hyvin 
standardimenetelmän kanssa. Tällä aineistolla haluttiin selvittää nopean, noin kahden 
tunnin ELISA- menetelmän sensitiivisyyttä, spesifisyyttä ja menetelmillä saatujen tulos-
ten korrelaatiota.  
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ELISA- menetelmän GAD-vasta-aineen positiivisuuden raja on 10 U / ml (unit / ml). Alle 
10 U / ml olevat pitoisuudet ovat negatiivisia ja sitä korkeammat arvot ovat puolestaan 
positiivisia. IA-2-vasta-aineiden positiivisuuden raja-arvo on 7,5 U / ml. ZnT8-
autovasta-aineiden positiivisuuden rajana on 15 U / ml.  
 
8.2.1 ELISA GADA-määritys 
 
GAD-autovasta-ainemääritys ELISA-menetelmällä valmistajan (ELISA RSR ™ GADAb, 
RSR Ltd., Cardiff, UK) ohjeen mukaan kestää yli kolme tuntia (Taulukko 2). Kaikki rea-
genssit, näytteet, standardit ja kontrollit pipetoidaan huoneenlämpöisenä. Käyttövalmiit 
standardit (5, 18, 35, 120, 250, 2000 U / ml (yksiköt ovat NBSC 97/550 mukaan), kont-
rollinäytteet (negatiivinen ja kaksi positiivista kontrollia) sekä seeruminäytteet pipetoi-
daan rinnakkaisina antigeenillä päällystettyihin näytekuoppiin 25 l / kuoppa. Tässä 
vaiheessa ”blankki” kuoppiin ei pipetoida mitään. Peitetään kuopat ja inkuboidaan näyt-
teitä ravistelijassa tunnin huoneenlämmössä. Inkubaation jälkeen kuopat pestään kol-
me kertaa. Pesuneste (10X konsentraatti, 125 ml - liuotetaan MQ- veteen) kaadetaan 
pois ja ylimääräinen neste poistetaan taputtamalla paperia vasten. Pestään moni-
kanavaisella pipetillä. 
 
Seuraavaksi jokaiseen kuoppaan, paitsi ”blankiin” pipetoidaan 100l GAD65-Biotin- 
liuosta (lyofilisoituun reagenssiin lisätään GAD65-Biotin- puskuria kitin ohjeen mukaan) 
ja inkuboidaan ravistelijassa tunnin huoneenlämmössä. Toisen inkubaation jälkeen 
toistetaan pesu kuten edellä ja lisätään 100 l SA-POD (Streptavidin peroksidaasi- 
liuos laimennettu SA-POD-laimennosliuokseen 1:20 ), ei blankiin. Näytteitä inkuboi-
daan 20 min huoneenlämmössä ravistelijassa, jonka jälkeen pestään viimeisen kerran. 
Tämän jälkeen lisätään käyttövalmiista peroksidaasi-substraattiliuosta (TMB) 100 l / 
kuoppa, myös ’blankiin’ ja inkuboidaan valolta suojattuna 20 minuuttia. Lopuksi lisätään 
reaktion pysäytysliuos. Kuoppien väri muuttuu tällöin keltaiseksi. Levyt mitataan 450 
nm aallonpituudella. Tulokset siirtyivät automaatisesti Multiskanin Ascent Software-
ohjelmaan, joka automaattisesti vähennä blankin arvo tuloksista. Tulokset luetaan 
standarditulosten perusteella 
8.2.2 ELISA GADA-pikamääritys 
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Pika ELISA-määrityksessä lyhennettiin tunnin kestoiset inkubaatioajat 20 minuuttiin 
(Taulukko 2). Inkubaatiot olivat huoneenlämmössä (n. 20 °C), kuten myös RSR valmis-
tajan ohjeen mukaisessa määrityksessä. Laitetaan tarvittavat stripit kehikkoon, jäljelle 
jääneet stripit palautetaan alkuperäiseen pakkaukseen, teipataan hyvin ja säästetään 
myöhempää käyttöä varten. 
 
Pikamäärityksessä käyttövalmiina olevat standardit, kontrollit sekä määritettävät näyt-
teet pipetoidaan yksittäisnäytteinä 25l / kuoppa. Peitetään kuopat ja inkuboidaan näyt-
teitä ravistelijassa 20 minuuttia huoneenlämmössä. Inkubaation jälkeen kuopat pestään 
kolme kertaa pipetoimalla pesunestettä. Seuraavaksi jokaiseen kuoppaan, paitsi blan-
kiin pipetoidaan 100 l GAD65 Biotin- liosta ja inkuboidaan ravistelijassa 20 min 
HL:ssa. Toisen inkubaation jälkeen toistetaan pesu kuten edellä ja lisätään 100 l SA-
POD. Tässä vaiheessa inkuboidaan 20 min huoneenlämmössä ravistelijassa, jonka 
jälkeen määritys jatkuu kuten GADA ELISA:ssa noudattaen valmistajan ohjeita. Levyn 
absorbanssit luetaan Multiskanin Ascent Software-ohjelmalla, kuten edellä. 
 
8.2.3 ELISA IA-2A-määritys 
 
IA-2-autovasta-aineen ELISA- määritys valmistajan (ELISA RSR ™ IA-2 Ab V2, RSR 
Ltd, Cardiff, UK) ohjeen mukaan kestää kaksi päivää ja näyte-volyymi on (50 l), eli 
suurempi kuin GAD-autovasta-aine ELISA -määrityksessä (Taulukko 2). Ensin pipetoi-
daan 50 l /kuoppaa käyttövalmiita standardeja (7.5, 35, 120, 350, 4000 U / ml, yksiköt 
ovat NIBSC 97/550) mukaan), positiivinen ja negatiivinen kontrolli sekä määritettävät 
näytteet, joiden päälle lisätään 25 l tehostusliuosta (enhancer). Inkuboidaan yön yli 2-
8 °C:ssä; ei ravistelua. Pesut suoritetaan kuten GADA ELISA- määrityksessä. Tämän 
jälkeen lisätään IA-2-Biotin- liuosta ja inkuboidaan tunnin verrani kylmässä (2-8 °C), ei 
ravistelua. Määritys jatkuu kuten GADA ELISA:ssa noudattaen valmistajan ohjeita.  
 
 
 
 
 
8.2.4 ELISA IA-2A-pikamääritys 
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Pika IA-2A-määrityksessä ei käytetä enhanceria. Näyte-volyymi on (25 l), eli pienempi 
kuin IA-2A valmistajan ohjeen mukaan ELISA- määritysksessä. Suoritus on sama ku-
ten GADA-pikamäärityksessä (Taulukko 2).  
 
8.2.5 ELISA ZnT8A-määritys 
 
ZnT8-autovasta-aine-ELISA-määritys tehdään valmistajan ohjeen mukaisesti (ELISA 
RSR™ ZnT8Ab™, RSR Ltd., Cardiff, UK). Määrityksen ensimmäinen inkubointi on yli 
yön. Standardeja (10, 20, 75, 500, 2000 U / ml; yksiköt ovat RSR yksikköjä), kontrolli-
näytteitä (yksi negatiivinen ja kaksi positiivista) sekä määritettäviä näytteitä pipetoidaan 
25 l / kuoppa ja ensimmäisestä inkubaatiosta lähtien työn suoritus on samanlainen 
kuin IA-2- ja GAD-autovasta-aine ELISA-määrityksessä (Taulukko 2).  
 
8.2.6 ELISA ZnT8A-pikamääritys 
 
ZnT8A-pikamäärityksessä työn suoritus on samanlainen kuin IA-2- ja GAD-autovasta-
aineiden ELISA-pikamäärityksessä (Taulukko 2).  
 
8.2.7 GADA-, IA-2A-, ja ZnT8A-pikamääritys yhtäaikaisesti RSR ELISA-kiteillä 
 
Kolmen eri autovasta-aineen pikamääritys yhtäaikaisesti tehtiin muokkaillen RSR- val-
mistajan ohjetta edellä kuvatulla tavalla. Multiskanilla tehtiin valmiiksi ohjelma, standar-
dien ja kontrollien paikat sekä konsentraatiot oli valmiiksi ohjelmoitu. Multiskanilla mita-
tut absorbanssit mitataan Multiskanilla 450 nm aallonpituudella. Näytteiden ja kontrol-
lien arvot luetaan automaattisesti standardikäyrältä. Multiskanin Ascent Software-
ohjelmalla, joka automaattisesti vähentää blankin arvon tuloksista (Liite 3-5) ja ilmoittaa 
konsentraatiot standardisuoran perusteella. 
 
Näytepaikat lisätään lukumäärän mukaan. Pipetoinnin helpottamiseksi on valmiiksi 
tehty pipetointikaavio (Liite 3). Pipetointikaavion mukaan: GADA strippi paikalle 1; IA-
2A strippi paikalle 2 ja ZNT8A strippi paikalle 3. Loput stripit ja kuivausaine palautetaan 
alkuperäiseen pakkaukseen, suljetaan foliopussi hyvin teippaamalla ja säilytään 4 
°C:ssä.  
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Standardit, kontrollit sekä määritettävät näytteet pipetoidaan yksittäisnäytteinä 25 l / 
kuoppa ja inkuboidaan huoneenlämmössä 20 minuuttia ravistelijassa. Ensimmäisen 
inkuboinnin aikana varmistetaan tarvittavien reagenssien ja liuosten volyymit ja tarvit-
taessa liuotetaan lisää. Pesuliuos on kaikille kolmelle määritykselle sama. Pesut suori-
tetaan monikanavaisella pipetillä. Biotin-liuos on jokaiselle määritykselle oma. Käyttö-
valmista liuosta pipetoidaan 100 l suoraan pullosta yksikanavaisella pipetillä. Strep-
tavidin peroxidase-liuos on sama kaikissa kolmessa määrityksessä, joten se pipetoi-
daan monikanavaisella pipetillä. TMB- sekä pysäytysliuos ovat samoja kaikissa kol-
messa määrityksessä ja niitä pipetoidaan 100 l kuoppiin monikanavaisella pipetillä. 
Ennen pysäytystä avataan Multiskanin Ascent Software-ohjelma valmiiksi ja varmiste-
taan ohjelman asetukset sekä aallonpituus (Liite 3). Pysäytyksen jälkeen mitataan le-
vyn absorbanssit Multiskanilla 450 nm aallonpituudella. Jokaisella standardilla on mää-
ritetyt konsentraatiot U / ml. Näytteiden ja kontrollien arvot luetaan automaattisesti 
standardikäyrältä, Multiskanin Ascent Software-ohjelmalla, joka automaattisesti vähen-
tää blankin arvon tuloksista. (Liite 4-5) 
 
9 Tilastolliset analyysit 
 
Tässä opinnäytetyössä menetelmän optimointiparametreiksi on valittu tulosten toistet-
tavuus, korrelaatio sekä sensitiivisyys ja spesifisyys. Tuloksien käsittelyyn käytettiin 
tilastollisia SPSS-21 (Statistical Package for Social Science) ja GraphPad-5 ohjelmia, 
keskittyen lähinnä tutkittavien näytteiden standardi- ja pikamenetelmillä saatujen tulos-
ten korrelaatioihin ja toistettavuuteen. Yleisin käytetty lineaarista riippuvuutta kuvaava 
tunnusluku on Pearsonin tulomomenttikorrelaatiokerroin (r). Tulomomenttikorrelaatio-
kertoimen arvo vaihtelee välillä (+/-) 1. Paras arvo on 1, jolloin muuttujien kaikki arvot 
sijoittuvat hajontakuviossa samalle suoralle viivalle. Tilastollista merkittävyyttä ja tulos-
ten luotettavuutta mitattiin p-arvolla. Mitä pienempi p-arvo on, sitä varmemmin tulos on 
luotettava. Tilastollisesti merkitsevän tuloksen rajana pidetään usein p-arvoa < 0.05. 
 
Tulosten toistettavuutta arvioitaessa laskettiin useaan kertaan analysoiduista seeru-
meista keskiarvot (ka), mediaani (median), minimi (min), maksimi (max), keskiarvon 
standardipoikkeama (SD). Lisäksi laskettiin CV % rinnakkaisista ELISA- tuloksista. 
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Toistettavuutta tarkasteltiin siten, että laskettiin positiivisten määrä suhteutettuna kaik-
kiin tuloksiin.  
 
10 Tulokset 
 
Opinnäytetyössäni kehitettiin ja optimoitiin RBA- ja ELISA- pikamääritys tyypin 1 diabe-
tekseen liittyvien autovasta-aineiden (GADA, IA-2A ja ZnT8A) tunnistamiseksi siten, 
että tulokset saadaan valmiiksi noin kahdessa tunnissa. RBA pikamenetelmän pohjana 
oli standardi (”in-house”) RBA sekä Maniatis ym. (Maniatis ym 2001: 71 - 76.) julkaise-
ma noin kolmentunnin pikamääritysohje. Tämä työ oli jo aiemmin toteutettu laboratori-
ossamme, mutta määritysaikaa oli liian pitkä. ELISA pikamenetelmän pohjana olivat 
ELISA-kitin valmistajan ohjeet sekä noin 3 tunnin ELISA- pikamääritys (Dotta - työoh-
je). Menetelmän kehittelyyn käytettiin diabetesrekisterin näytteitä, aluksi kuutta seeru-
mia, joissa on standardi-RBA:lla mitattuna vaihtelevia autovasta-ainepitoisuuksia, myös 
lähellä positiivisuuden rajaa olevia sekä autovasta-ainenegatiivisia näytteitä.. Kaikki 
nämä näytteet on vuosien aikana analysoitu useaan kertaan eri ihmisten toimesta labo-
ratoriossa käytössä olevalla standardi (in house) RBA- menetelmällä. Tässä tutkimuk-
sessa sekä RBA- että ELISA- menetelmän optimoinnissa näitä näytteittä analysoitiin 
useamman kerran. Poikkeuksena ZnT8A, jota ei ole tehty n. 3 tunnin kestoisella RBA-
pika-menetelmällä. Kun pikamenetelmän toistettavuus ja käytännön toteutus oli hiottu 
loppuun, analysoitiin 37 seeruminäytteitä. Tämän raportin tulostaulukoissa esiintyviä 
lyhenteitä ja käsitteitä on selitetty työn alussa.  
 
Molempien menetelmien optimoinnissa käytettiin myös 37 seeruminäytettä, joista 17 oli 
diabeetikkojen ja 20 ei-diabeettisten sisarusten seerumeita. Diabeetikkojen näytteissä 
oli standardi-RBA-menetelmällä mitattuna eri määrä, erilaisia autovasta-
ainepitoisuuksia, kun taas ei-diabeettisten sisarusten näytteet olivat autovasta-aine- 
negatiivisia. Tällä aineistolla haluttiin selvittää nopean ja standardimenetelmien korre-
laatiota, sensitiivisyyttä (miten hyvin menetelmät pystyvät tunnistamaan positiiviset 
näytteet) ja spesifisyyttä (miten hyvin menetelmät pystyvät tunnistamaan negatiiviset 
näytteet).  
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10.1 RBA- menetelmän optimoinnin tulokset 
 
Taulukossa 3 on yhteenveto kuuden seerumin RBA:n tuloksista. Seerumeita analysoi-
tiin useasti kaikilla menetelmillä. Jokaisen menetelmän kohdalla määritysten keskiar-
von lisäksi on esitetty kuinka monta määritystä on tehty ja kuinka moni niistä on positii-
vinen. Lisäksi jokaisesta määrityksestä laskettiin keskiarvo (ka) ja sen standardipoik-
keama (SD) sekä minimi- että maksimi arvoja. (Liitteet 6-8).  
 
Taulukko 3. Standardi- ja pikamääritysten vertailu käyttäen kuutta diabetesrekisterin näytettä. 
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Taulukko 3. Diabetesrekisterin näytteistä analysoitiin useaan kertaan autovasta-aineet 
GAD, IA-2 ja ZnT8 antigeenejä kohtaan standardimenetelmällä ja nopealla radioimmu-
nologisella (RBA) ja ELISA menetelmällä. Jokaiseen autovasta-aineen analyysiin valit-
tiin seerumit, joissa on standardi RBA:lla mitattuna vaihtelevia autovasta-
ainepitoisuuksia. Tulokset on ilmoitettu määritysten keskiarvoina ja positiivisten tulos-
ten määränä kaikista analyyseista. Lisäksi RBA:n tuloksista todetaan, että kuuden see-
rumien toistettavuus ja positiivisuus oli hyvä positiivisten sekä matalien tiittereiden 
kanssa, mutta lähellä positiivisuuden raja olevilla tiittereillä oli vaihtelua positiivisuuden 
kanssa. ELISA- menetelmän tuloksista todetaan, että kuuden seerumin toistettavuus oli 
hyvä ja positiivisuus/negativisuusluokittelu tarkka. Sen sijan RBA:ssa lähellä positiivi-
suuden raja olevilla tiittereillä oli positiivisuudessa vaihtelua. 
 
Taulukko 4. Eri menetelmien sensitiivisyys ja spesifisyys.  
 
 
 
Taulukko 4. Diabetesrekisterin diabetekseen sairastuneiden lasten (17 näytettä) ja hei-
dän ei-diabeetikkosisarusten (20 näytettä) autovasta-aineet (GADA, IA-2A ja ZnT8A) 
määritettiin sekä RBA että ELISA:n standardi- ja pikamenetelmillä. Menetelmien sensi-
tiivisyys ja spesifisyys ovat samaa tasoa kaikilla menetelmillä, eikä menetelmien välillä 
ole tilastollisesti merkittävää eroa. 
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10.1.1 GADA RBA:n optimoinnin tulokset 
 
Glutamaatti-dekarboksylaasiautovasta-aineiden (GADA) määritystä tehtiin sekä stan-
dardi- (in house) että n. kolme tunnin RBA- pikamenetelmällä yhdeksän kertaa Kahden 
tunnin pikamääritys tehtiin seitsemän kertaa. (Taulukko 3; Liite 6) Standardimäärityk-
sessä näytteet D1, D3, D5 ovat aina positiivisia. Näyte (D6) oli joka kerta negatiivinen. 
Sitä vastoin kahden, lähellä positiivisuuden rajaa (cut off) olevien näytteiden (D2, D4) 
positiivisuus vaihtelee määritysten välillä. 
 
Noin 3 tunnin pikamenetelmällä määritettiin näytteet yhdeksän kertaa (Taulukko 3; Liite 
6). Näytteet (D1, D3, D5), jotka olivat standardi RBA:lla joka kertaa positiivisia, olivat 
enimmäkseen positiivisia myös pikamenetelmällä (n. 3 tunnin). Seerumi D2, joka stan-
dardimenetelmällä antoi vain kerran negatiivisen tuloksen (8/9), oli n. kolmen tunnin 
pikamenetelmällä neljä kerta positiivinen (4/9). Eniten vaihtelua oli positiivisuuden rajan 
lähellä olevien D4 ja D6 näytteiden kohdalla. Näyte D4, joka antoi standardi RBA:lla 
vaihtelevaa positiivisuutta, oli pikamenetelmällä positiivinen jokaisessa määrityksessä 
(9/9). Näyte D6, joka oli standardimenetelmällä joka kerta negatiivinen, oli pika (n. 3 
tunnin) menetelmällä kolme kerta positiivinen (3/9).  
 
Kahden tunnin pikamääritys antoi hyvin samanlaiset tulokset kuin kolme tunnin määri-
tys (Taulukko 3; Liite 6). Näyte D3, joka oli edellisissä menetelmissä kaikissa määrityk-
sessä positiivinen, antoi myös pikamenetelmällä (n. 2 tunnin 15min) kaikissa määrityk-
sissä positiivinen tuloksen. Eniten vaihtelua oli samoin kuin kolmen tunnin määrityk-
sessä D6- ja D2-näytteiden kohdalla. Näyte D6, joka antoi standardi RBA:lla kaikissa 
yhdeksässä määrityksessä negatiivisen tuloksen, oli pika RBA:ssa (n. 2 tunnin 15 min) 
kolme kertaa heikosti positiivinen (3/7). Näyte D2, joka standardi-menetelmällä oli ai-
noastaan kerran negatiivinen, oli pikamenetelmällä useamman kerran negatiivinen 
(3/7). Yhteenvetona voidaan sanoa, että standardi- ja pikamenetelmät erottavat hyvin 
negatiiviset (D6 ka 1,86) ja korkeimman uusintarajan (uusintarajat 3,0 - 8,0 RU) reilusti 
ylittävät positiiviset vasteet (D2 ja D5, ka 16,74 ja 14,5 RU, vastaavasti) GADA-vasteet, 
mutta lähellä positiivisuuden rajaa (5,36 RU) on vaihtelua. 
 
Taulukossa 4 on esitetty tutkimustulokset, jotka saatiin analysoimalla 37 seeruminäy-
tettä standardi- ja pikamääritysmenetelmällä (2 h). Tuloksista voidaan nähdä, että mo-
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lempien menetelmien sensitiivisyys ja spesifisyys oli sama (82 % ja 100 %) (Taulukko 
4). Lineaarinen regressioanalyysi antoi standardi- ja pikamenetelmän väliseksi korre-
laatiokertoimeksi 0,941 (r=0,941). Korrelaatio on tilastollisesti varsin merkitsevä 
(p<0,001) (Liite 10). 
 
10.1.2 IA-2A RBA:n optimoinnin tulokset 
 
Saarekesoluantigeeni-2 autovasta-aineet (IA-2A) määriteltiin standardi RBA-
menetelmällä pääosin yhdeksän kertaa (Taulukko 3; Liite 7). Näistä seerumit D7 ja D10 
olivat jokaisessa standardi RBA- määrityksessä positiivisia, kun taas näytteet D8, D9 ja 
PJ2, joiden tulokset ka olivat uusintarajojen (0,575 – 2,00 RU) sisällä, antoivat vaihte-
levia tuloksia. PJ1- näyte oli kaikissa standardimäärityksissä negatiivinen (0/8).  
 
IA-2A RBA-pikamääritys (noin 3 tuntia) tehtiin 12 kertaa (Taulukko 3; Liite 7). Seerumi 
D7, joka oli jokaisessa standardimäärityksessä positiivinen, oli myös pika- menetelmäl-
lä positiivinen. Näyte PJ1, joka standardi RBA:lla oli jokaisessa määrityksessä negatii-
vinen, oli pikamenetelmällä (n. 3 tunnin) yhden kerran positiivinen (1/12). Eniten vaihte-
lua oli näytteen D8- kohdalla: se oli standardimenetelmällä useimmiten negatiivinen (ka 
0,64), mutta antoi pika-RBA:lla enimmäkseen positiivisia tuloksia (10/12, määritysten 
keskiarvo 1,180). 
 
Noin 2 tunnin pika-RBA:lla IA-2A näytteet analysoitiin viidesti (Taulukko 3; Liite 7). Pi-
kamäärityksessä tulokset olivat hyvin paljon samansuuntaiset kuin kolmen tunnin 
RBA:lla. Näytteet D7 ja D10, jotka olivat edellisissä menetelmissä kaikissa määrityk-
sessä positiivisia, olivat myös n. 2 tunnin pikamenetelmässä kaikissa määrityksissä 
positiivisia. Samoin näyte PJ1, joka oli standardi-RBA:lla kaikissa määrityksessä nega-
tiivinen, oli myös n. 2 tunnin pikamäärityksessä joka kerta negatiivinen (0/5). Vaihtelua 
oli positiivisuuden rajalla (0,78 RU) olevan D8-näytteen kohdalla. Näytteen D8 tulos oli 
kuitenkin hyvin samanlainen kuin kolmen tunnin määrityksessä. Näyte D9, joka antoi 
standardimenetelmällä uusintarajoissa (0,5-2,0 RU) olevan keskiarvon (1,37), antoi 
vaihtelevaa positiivisuutta myös pikamäärityksissä. Yhteenvetona voidaan esittää sama 
johtopäätös kuin GADA:n määrityksessä: positiiviset ja negatiiviset näytteet erottuvat 
hyvin, uusintarajoilla olevien näytteiden tulos vaihtelee negatiivisesta positiiviseen mää-
ritysten välillä riippumatta menetelmästä. 
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Taulukossa 4 on esitetty tulokset, jotka saatiin analysoimalla 37 diabeetikko- ja ei-
diabeetikko näytettä standardi- ja kahden tunnin pikamenetelmällä. Tuloksista tode-
taan, että standardi-menetelmän sensitiivisyys oli 82 % ja pikamenetelmän 71 % (Tau-
lukko 4). Molempien menetelmien spesifisyys oli (100 %). Lineaarinen regressio-
analyysi antoi standardi- ja pikamenetelmän väliseksi korrelaatiokertoimeksi 0,912 
(r=0,912). Korrelaatio on tilastollisesti merkitsevä (p<0,001) (Liite 11). 
 
10.1.3 ZnT8A RBA:n optimoinnin tulokset 
 
Sinkkitransportterivasta-aineiden- (ZNT8A) määritykset tehtiin seitsemän kertaa stan-
dardi-RBA:lla (Taulukko 3; Liite 8). Kahden tunnin pikamääritys tehtiin neljä kertaa. 
Kolmen tunnin RBA- menetelmällä ZNT8A- määrityksiä ei tehty. 
 
Standardi RBA- menetelmällä näytteet D11, D12 ja D15 ovat jokaisessa määrityksessä 
positiivisia. Näytteet D13 ja D14 olivat jokaisessa määrityksessä negatiivisia. (Taulukko 
3) 
 
Kahden tunnin pikamenetelmällä ZnT8A:n tulokset olivat hyvin samansuuntaiset kuin 
standardimenetelmällä: näytteet D11, D15, jotka antoivat standardi-menetelmällä jokai-
sessa määrityksessä positiivisen tuloksen, olivat myös pikamenetelmällä jokaisessa 
määrityksessä positiivisia, näyte D14, joka oli joka kerta negatiivinen standardi-
menetelmällä, oli myös pikamenetelmällä joka kerta negatiivinen (Taulukko 3; Liite 8). 
Toisaalta, uusintarajojen sisällä oleva näyte D12, joka oli standardimenetelmällä joka 
kertaa positiivinen (ka 0,86 RU), antoi pikamenetelmällä vain kerran positiivisen tulok-
sen (ka 0,76 RU). Positiivisuuden rajan lähellä oleva näyte D16, joka oli standardi-
menetelmällä seitsemässä eri määrityksessä vain kerran positiivinen (ka 0,55 RU), oli 
pikamenetelmällä vaihtelevasti positiivinen (2/4, ka 0,64 RU).  
 
Nopean ja standardimenetelmien korrelaatiota, spesifisyyttä ja sensitiivisyyttä testattiin 
koodattujen näytteiden otoksella. Tuloksista todetaan, että standardi-RBA-menetelmän 
sensitiivisyys oli 76 % ja RBA-pikamenetelmän 65 %. Molempien menetelmien spesifi-
syys oli (100 %) (Taulukko 4). Lineaarinen regressioanalyysi antoi ZnT8A RBA välisek-
si korrelaatiokertoimeksi 0,86 (r=0,86). Korrelaatio on tilastollisesti merkitsevä 
(p<0,001) (Liite 12). 
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10.2 ELISA- menetelmän optimoinnin tulokset 
 
Kuuden seeruminäytteiden tuloksista ELISA- menetelmän yhteenveto on esitetty taulu-
kossa 3. Jokaisen menetelmän kohdalla määritysten keskiarvon lisäksi on esitetty 
kuinka monta määritystä on tehty ja kuinka moni niistä on positiivinen.  
 
ELISA- menetelmän optimointi suoritettiin kolmessa erillisessä autovasta-
ainemäärityksessä. ELISA-menetelmällä kuuden seeruminäytteen määrityksiä tehtiin 
vähemmän kuin RBA- menetelmällä. Jokaisen menetelmän kohdalla määritysten kes-
kiarvon lisäksi on esitetty kuinka monta määritystä on tehty ja kuinka moni niistä on 
positiivinen (Taulukko 3). 
 
Analysoimalla ELISA- menetelmällä samoja 37 seeruminäytettä, jotka käytettiin myös 
RBA- menetelmällä, haluttiin selvittää nopean ja standardi-ELISA-menetelmän korre-
laatiota, sensitiivisyyttä ja spesifisyyttä. (Taulukko 4; Kuva 3). Lisäksi laskettiin CV % 
rinnakkaisista GADA:n tuloksista (Liite 9).  
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Kuva 3. ELISA-standardi- ja pikamenetelmillä saatujen GADA, IA-2A ja ZnT8A tulosten välinen 
korrelaatio analysoitiin määrittämällä 17 diabeetikon ja 20 ei-diabeettisen sisaruksen autovasta-
aineet. Mustat pisteet ovat diabeetikkojen näytteitä, vihreät pisteet ovat ei-diabeettisten sisarus-
ten, standardi ’in-house’ menetelmällä autovasta-ainenegatiivisia näytteitä.  ELISA- menetel-
mien välillä on voimakas lineaarinen korrelaatio (r=0.96, 0.98 ja 0.87, GADA, IA-2A ja ZnT8A) 
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10.2.1 GADA-ELISA:n optimoinnin tulokset 
 
Kuuden näytteen ELISA-menetelmän tulokset on esitetty taulukossa 3. GADA- määri-
tys tehtiin kolme kertaa ja tulokset olivat kaikki yhteneviä keskenään, ne olivat kaikki 
joko positiivisia tai negatiivisia. Näytteet D1, D3 ja D5, jotka olivat standardi-RBA- me-
netelmällä jokaisessa määrityksessä positiivisia, olivat myös ELISA:lla aina positiivisia. 
Samoin D6, joka oli kaikissa standardi-RBA-määrityksissä negatiivinen, oli negatiivinen 
aina myös ELISA:lla. Yhden näytteen (D2) ELISA- tulos poikkeaa RBA- menetelmän 
tuloksista. ELISA- menetelmillä kolme kertaa määritetty D2 näyte antoi aina negatiivi-
sen tuloksen, kun taas standardi-RBA:lla näyte oli yhdeksästä määrityksestä kahdek-
san kertaa positiivinen (8/9), kolmen ja kahden tunnin RBA:lla vastaavasti positiivinen 
3/9 ja 3/7. 
 
Standardi- ja pikamenetelmien sensitiivisyys ja spesifisyys määritettiin analysoimalla 
aiemmin kuvatut 37 diabetesrekisterin näytettä. Standardi GADA-ELISA:n sensitiivisyys 
on 82 % ja pikamenetelmän 76 %. Molempien menetelmien spesifisyys oli 100 % (Tau-
lukko 4). Lineaarinen regressioanalyysi antoi pika- ja standardi-ELISA-menetelmien 
väliseksi korrelaatiokertoimeksi 0,980 (r= 0,980). Korrelaatio on tilastollisesti hyvin 
merkitsevä (p<0,001). (Kuva 3; Liite 10). Lineaarinen regressioanalyysi antoi pika- 
ELISA:n ja standardi-RBA:n väliseksi korrelaatiokertoimeksi 0,934 (r=0.934). Menetel-
mien välinen korrelaatio oli tilastollisesti merkitsevä (p<0,001). (Liite 10). 
 
10.2.2 IA-2A-ELISA:n optimoinnin tulokset 
 
Kuuden seeruminäytteen IA-2A määritys tehtiin ELISA:lla neljästi (Tauluko 3). 
ELISA:ssa ei ole positiivisuuden vaihtelua, tulokset olivat toistettavia keskenään. Näyt-
teet D7 ja D10, jotka antoivat standardi RBA- menetelmällä jokaisessa määrityksessä 
positiivisen tuloksen, olivat myös ELISA-menetelmillä jokaisessa määrityksessä positii-
visia. Näyte PJ1, joka RBA:lla oli negatiivinen, oli myös ELISA:lla joka kerta negatiivi-
nen. Positiivisuuden rajalla oleva näyte D8, joka RBA:ssa antoi vaihtelevaa positiivi-
suutta, oli ELISA:ssa aina positiivinen. Samoin standardi-RBA:lla uusintarajoissa oleva 
PJ2-näyte, joka oli useimmissa RBA-määrityksissä positiivinen, oli ELISA:ssa aina ne-
gatiivinen.  
 
40 
 
 
Taulukossa 4 on esitetty standardi- ja pika ELISA- menetelmän sensitiivisyys ja spesifi-
syys. Tuloksista voidaan todeta, että molempien ELISA- menetelmien IA2-A-
määritysten sensitiivisyys oli 71 %. Molempien menetelmien spesifisyys oli 100 % 
(Taulukko 4). Lineaarinen regressioanalyysi antoi ELISA-standardi- ja pikamenetelmien 
väliseksi korrelaatiokertoimeksi 0,956 (r=956). Korrelaatio on tilastollisesti merkitsevä 
(p<0,001) (Kuva 3; Liite 11). Lineaarinen regressioanalyysi antoi IA-2A:n pika ELISA:n 
ja standardi-RBA:n väliseksi korrelaatiokertoimeksi 0,707 (r=0,707). Korrelaatio on ti-
lastollisesti merkitsevä (p<0,001) (Liite 11). 
 
10.2.3 ZnT8A-ELISA:n optimoinnin tulokset 
 
ELISA - menetelmän ZnT8A määrityksessä kuuden seeruminäytteiden tulokset ovat 
yhteneviä keskenään (Tauluko 3). ELISA:ssa ei ole positiivisuuden vaihtelua, tulokset 
olivat keskenään toistettavia. Näytteet D11, D12 ja D15, jotka antoivat standardi RBA- 
menetelmällä jokaisessa määrityksessä positiivisen tuloksen, olivat myös ELISA mene-
telmillä jokaisessa määrityksessä positiivisia. Näyte D14, joka RBA:lla oli negatiivinen, 
oli myös ELISA:lla joka kerta negatiivinen. Kuitenkin, RBA menetelmillä lähellä positii-
visuuden rajaa olevat näytteet D13 ja D16, jotka RBA menetelmillä olivat enimmäkseen 
negatiivisia, olivat ELISA:lla joka kerta positiivisia. 
 
Taulukossa 4 on esitetty tulokset, jotka saatiin analysoimalla 37 seeruminäytettä stan-
dardi- ja pika-ELISA:lla. Tuloksista voidaan todeta, että molempien menetelmien sensi-
tiivisyys oli sama (88 %). Standardimenetelmän spesifisyys oli 95 % ja pika- ELISA:n 
spesifisyys oli 100 % (Taulukko 4). Lineaarinen regressioanalyysi antoi menetelmien 
väliseksi korrelaatiokertoimeksi 0,868 (r=0.870). Korrelaatio on tilastollisesti merkitsevä 
(p<0,001) (Kuva 3; Liite 12). Lineaarinen regressioanalyysi antoi pika- ELISA:n ja stan-
dardi-RBA:n väliseksi korrelaatiokertoimeksi 0,827 (r=0,827). Korrelaatio on tilastolli-
sesti merkitsevä (p<0,001). (Liite 12). 
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10.3 Tutkimusten luotettavuuden arviointi 
 
Oman opinnäytetyön menetelmien ja tuloksien luotettavuutta tukee se, että sekä tutki-
muksen tekijä että tutkimuksen ohjaaja ovat hyvin perehtyneet aiempiin tämän kaltai-
siin tutkimuksiin ja menetelmiin. Tutkimus on hyvin suunniteltu ja toteutettu. Näin ollen 
tekijästä riippuvia virheitä on minimoitu. Luotettavuuteen ja oikeellisuuteen vaikuttaa 
myös se, että tein tutkimuksen laboratoriossa, jossa diabetekseen liittyvien autovasta-
aineiden tutkimus on korkeaa kansainvälistä tasoa. 
 
Opinnäytetyössä on tuotu esille kaikki tutkimukseen liittyvät asiat, kuten ratkaisut, jotka 
koskevat menetelmien valintaa sekä tutkittavien näytteiden laatua ja määrää. Myös 
eettiset ratkaisut on tuotu yksityiskohtaisesti esille niin, että kuka tahansa perehtynyt 
voi arvioida tutkimuksen kulkua ja tehdä johtopäätökset tuloksien luotettavuudesta. 
Lisäksi, työn toisessa osiossa, näytteet analysoitiin sokkona eikä koodia tiennyt työnoh-
jaaja eikä tekijä. Koodauksen avulla varmistettiin sitä, ettei tämän tutkimuksen tutki-
mustehtävä ohjannut työn toteutusta. Työssä on näin noudatettu hyvän tutkimuksen 
perusvaatimuksia.  
 
11 Pohdinta 
 
Tyypin 1 diabetes assosioituvia autovasta-aineita (GADA, IA-2A, IAA, ZnT8A ja ICA) 
käytetään apuna diabeteksen diagnoosissa ja niiden avulla pystytään ennustamaan 
diabetesriskiä sairastuneen perheenjäsenissä ja väestössä (Julkunen - Miettinen 
2011b: 3115 – 3124; Siljander - Knip 2011:3746). Maniatiksen tutkimusryhmä julkaisi jo 
vuonna 2001 radioimmunologisen (RBA) menetelmän, jossa GADA, IA-2A ja IAA tu-
lokset saatiin määritetyksi n. kolmessa tunnissa ja tulokset korreloivat hyvin standardi- 
RBA:n kanssa. Eniten ristiriitaa oli IAA tuloksissa. (Maniatis ym 2001: 71 - 76). Heidän 
ohjeisiin pohjautuen, laboratoriossamme testattiin menetelmän toimivuus analysoimalla 
diabeetikoiden ja heidän perheenjäsenten autovasta-aineet (GADA, IA2A ja IAA ) sekä 
käytössä olevalla standardi (’in-house’) RBA menetelmällä että pikamäärityksellä (Ron-
kainen 2003). Pikamenetelmän korrelaatio oli hyvä in-house RBA- menetelmän kans-
sa, mutta määritysaika kesti noin kolme tuntia, mikä ei ole tarpeeksi nopea elinluovutta-
jien diabetekseen liittyvien autovasta-aineiden määrittämiseksi meidän tarkoituksiimme. 
Meidän tavoitteena on saada elinluovuttajan autovasta-aine tulokset selville noin kah-
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dessa tunnissa. Pikamenetelmää voidaan hyödyntää haimansiirron yhteydessä, jolloin 
tarvitaan nopeasti arvio haiman kelpoisuudesta elinluovutukseen tai mahdollista käy-
töstä diabetestutkimuksessa. 
 
Kaksi tutkimusohjelmaa, vuonna 2007 aloittanut ‘Network for Pancreatic Organ Donors 
with Diabetes’ (nPOD) ja vuonna 2011 aloittanut “Persistent Virus Infection in Diabetes 
Network” (PEVNET) käyttää elinluovuttajien T1D autovasta-ainemäärityksiin RSR-
ELISA menetelmää, jota he ovat muokanneet siten, että GADA, IA-2A ja ZnT8A saa-
daan määritetyksi n. kolmessa tunnissa (ns Dotta-ohje).  
 
Tässä työssä esitellään kolmen T1D autovasta-aineen (GADA, IA-2A ja ZnT8A) yhtäai-
kainen radioimmunologinen (RBA) ja ELISA määritysmenetelmä, joka voidaan suorit-
taa noin kahdessa tunnissa. Tutkimus suoritettiin Helsingin yliopiston Lastenklinikan 
tieteellisessä laboratoriossa. Näyteaineistona olivat Lasten valtakunnallisen diabetes-
rekisterin seeruminäytteet. Edellä olevat kuvaukset aikaisemmista menetelmistä käytet-
tiin tässä menetelmien optimoinnin lähtökohtana. Menetelmien kehitystä jatkettiin mm 
lyhentämällä edelleen inkubointiaikoja ja nostamalla inkubaatiolämpötilaa. 
 
11.1 Tulosten tarkastelu  
 
RBA-menetelmän kehittämisen ja optimoinnin aikana kuutta seeruminäytettä analysoi-
tiin useamman kerran RBA- menetelmillä. Näistä näytteistä oli jo aiemmin, vuosien 
varrella useamman kerran määritetty IA-2A, GADA sekä standardi- että n. kolme tunnin 
RBA- pikamenetelmällä (Maniatis ym 2001: 71 - 76). ZnT8A- määritystä ei tehty kol-
men tunnin kestoisella pikamenetelmällä, joten ZnT8A oli aiemmin määritetty ainoas-
taan standardimenetelmällä. 
  
RBA- menetelmän tuloksista voidaan todeta, että kuuden seerumin toistettavuus oli 
hyvä ja positiivisuus/negatiivisuus-luokittelu tarkka positiivisten ja matalien autovasta-
ainetiittereiden kanssa, mutta lähellä positiivisuuden rajaa olevilla tiittereillä oli posittii-
visuudessa vaihtelua. Laboratoriossamme jokaiselle autovasta-aineille on määritetty 
omat uusintarajat. Jos uusintamäärityksen tulos ja ensimmäisen määrityksen tulos 
poikkeavat toisistaan, tehdään toinen uusinta, jotta saadaan joko kaksi positiivista tai 
negatiivista tulosta, joista lasketaan keskiarvo ja tätä pidetään lopullisena tuloksena. 
Näin ollen on luonnollista, että lähellä positiivisuuden rajaa olevat vasteet saattavat olla 
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ristiriitaisia. Vain yhdelle matalatiitteriselle autovasta-aineelle positiivisen luovuttajan 
haima ei ole kuitenkaan yhtä informatiivionen kuin vähintään kahdelle autovasta-
aineelle positiivisen luovuttajan haima.  
 
Toisin kuin RBA-mentelmällä, ELISA menetelmällä saadut tulokset eivät olleet ristiriis-
taisia keskenään, edes näytteissä, joissa vasteet olivat RBA:lla lähellä positiivisuuden 
rajaa. Yksinkertainen lineaarinen regressioanalyysi osoitti vahvan korrelaation standar-
di- ja nopea ELISA:n määrityksen välillä. ELISA- menetelmien välinen korrelaatio oli 
jopa voimakampi kuin RBA- menetelmien välinen korrelaatio. Molempien menetelmien 
välinen korrelaatio oli tilastollisesti erittäin merkitsevä (p<0,001). 
 
Lineaarista regressioanalyysia sekä sensitivisyyden ja spesisifisyyden määrittämista 
varten analysoimme 37 diabetesrekisterin näytettä (17 diabeetikko, 20 ei-diabeettista 
sisarusta) standardi ja pikamenetelmällä. Yksinkertainen lineaarinen regressioanalyysi 
osoitti erinomaisen korrelaation standardimäärityksen ja nopean määrityksen välillä. 
Molempien menetelmien sensitiivisyys GADA-määritysten kohdalla vaihteli 76 %:n ja- 
82 %:n välillä Spesifisyys oli 100 %, eikä menetelmien välillä ollut juurikaan eroa. IA-
2A-määritysten kohdalla sensitiivisyys vaihteli 71 %:n ja 82 %:n välillä. Myös IA-2A:n 
spesifisyys oli 100 %. ZnT8A-määritysten kohdalla sensitiivisyys vaihteli 65 %:n ja 88 
%:n välillä. Spesifisyys vaihteli 95 %: ja 100 %:n välillä.  
 
Spesifisyyttä arvioitaessa on huomattava, että näytteistä 20 oli ei-diabeettisten sisarus-
ten standardi-RBA:lla autovasta-ainenegatiivisia näytteitä, joten tulos ei anna todellista 
kuvaa spesifisyydestä, mutta kertoo että spesifisyys on vertailukelpoinen in house 
RBA:n kanssa.  
 
Raportin tulososiossa esiteltyjen tulosten perusteella voidaan vetää johtopäätös siitä, 
kuinka eri menetelmillä saatiin yhteneviä tuloksia. Olemme analysoineet D2-näytteen 
GADA-tuloksen poikkeavuutta, jossa ELISA ei tunnistanut yhden RBA-menetelmällä 
GADA positiivisen näytteen. Testaamalla epitooppispesifisyyttä havaittiinn, että sen 
näytteen vasta-aineet kohditsuvat NH2-pään epitooppiin. ELISA- menetelmä ei tunnista 
NH2-pään epitooppeja. On viitettä siitä, että jos GAD-vasta-aineet kohdistuvat vain 
NH2-pään epitooppeihin, tällaiset autovasta-aineet ennustavat hekosti T1D:tä.  
 
Sekä RBA:lla että ELISA:lla saadut tulokset riittävät meidän tarpeisiin. Autovasta-
aineiden (GADA, IA-2A ja ZnT8A) määrittämisellä pikamenetelmällä pystytään noin 
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kahden tunnin kuluttua määritysten aloittamisesta ilmoittamaan elinluovuttajan T1D 
autovasta-ainepositiivisuudesta Upsalassa olevan pohjoismaisen saarekesolulaborato-
rioon, eli jo ennen tai samaan aikaan, kun suomalaisen elinluovuttajan haima saapuu 
Uppsalaan. 
 
Olemme analysoineet vuodesta 2004 noin 1000 elinluovuttajan autovasta-aineet 
(GADA, IA-2A, IAA, ZnT8A ja ICA). Näistä n. 5 % on ollut GADA-, IA-2A tai/ja ZnT8A-
positiivisia. Lastenklinikan tieteellisen laboratorion tavoitteena on tulevaisuudessa teh-
dä yhteistyötä Uppsalan yliopiston saarekesolulaboratorion kanssa ja mahdollisesti 
muiden tutkimusohjelmien kanssa ja määrittää T1D-autovasta-aineet pikamenetelmällä 
heti kun saadaan elinluovuttajan seerumi- tai plasmanäyte tieteelliseen laboratorioon. 
Myöhemmin elinluovuttajan kaikki biokemialliset autovasta-aineet määritetään RBA-
standardimenetelmillä. ICA analysoidaan immunofluorisennsimentelmällä Oulun las-
tenklinikan tutkimuslaboratoriossa. 
 
11.2 Johtopäätökset 
 
Tutkimustyössäni on kehitetty ja optimoitu nopea sekä RBA- että ELISA-
määritysmenetelmä tyypin 1 diabetekseen liittyvien autovasta-aineiden (GADA, IA-2A 
ja ZnT8) tunnistamiseksi. Kummallekin menetelmälle on kehitetty nopea, kaikkien kol-
men autovasta-aineen yhtäaikainen määritys, joka voidaan suorittaa noin kahdessa 
tunnissa. IAA-pikamääritysmenetelmä ei optimoitu, koska IAA määrittämiseksi ei ollut 
saatavilla riittävästi luotettavaa ELISA-kittiä. Lisäksi teoreettisena oletuksena oli se, 
että lyhyt inkubaatio heikentää IAA- märityksen sensitiivisyyttä, joten IAA jätettiin pois. 
 
Tutkimusongelmien selvittelyn osalta toteutus sujui hyvin ja näyteotos oli riittävä luotet-
tavien tutkimustuloksien saamiseksi. RBA-pikamenetelmän kolmen autovasta-aineen 
määritys yhtäaikaisesti on haasteellista lähinnä siksi, että pesut eroavat toisistaan joko 
pesupuskurin tai pesutavan vuoksi. Jokaiselle autovasta-aine määritykselle on oma 
levy, niitä ei voi yhdistä kuten ELISA- menetelmissä. ELISA:lla kolmen eri autovasta-
aineen pikamääritys yhtäaikaisesti on helpompaa kuin RBA:lla. 
 
ELISA:ssa ei tarvitse tehdä reagensseja etukäteen valmiiksi eikä pitää pipetoida stan-
dardeja ja kontrolleja etukäteen levylle. ELISA- tulos voidaan saada pipetoimalla levylle 
ainoastaan yhden standardin kun taas RBA:ssa tarvitaan useamman standardin. 
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ELISA- määrityksissä stripit pystyy irrottamaan levyltä ja siirtää valmiiksi tehdyn pipe-
tointikaavion mukaan. ELISA:ssa kaikissa kolmessa määrityksessä voidaan käyttää 
sama pesupuskuria ja myös muita reagensseja. Ainoastaan Biotin-lious on jokaiselle 
määritykselle omaa, mikä huomattavasti helpottaa työn suoritusta verattuna RBA:han, 
jossa on eri pesupuskurit, ja silloin kun puskuri on sama, pesutapa on eri (vakuumi- / 
sentifuugipesu). Pika-ELISA on siis helpompi, yksi tekijä pysty määrittämään kaikki 
kolme määritystä kahden tunnin aikana. Toisaalta se on kalliimpi kuin RBA-menetelmä. 
Pika RBA-menetelmä on hankalampi työn suorituksen osalta, mutta selvästi halvempi 
kuin pika ELISA. Jos tulevaisuudessa ruvetaan suorittamaan kaikki kolme T1D-
autovasta-ainemääritystä yhtäaikaisesti, suosittelisin ELISA- menetelmä, koska RBA-
pikamenetelmällä kolmen autovasta-aineen määritys yhtäaikaisesti on haasteellista.  
 
Pikamenetelmän kehitystä ei tarvitse toistaiseksi jatkaa sen nopeuden- eikä luotetta-
vuuden takia. Tulevaisuudessa olisi kuitenkin hyvää kehittää IAA-pikamenetelmä, jol-
loin voitaisiin näiden kolmen (GADA, IA-2A ja ZnT8A) autovasta-aineen yhtäaikaisen 
määrityksen sijaan suorittaa kaikkea neljää yhtäaikaista määritystä. 
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Liite 1 
 
 
Radioisotoopilla leimattujen proteiinien valmistus 
 
Radioisotoopilla (L-[35-S]-Met  (PerkinElmer Health Sciences B.V., Groningen, The 
Netherlands) leimattuja GAD65- ja IA-2 - proteiineja  tuotetaan käyttäen Promega 
TNT® Quick Coupled transkriptio- ja translaatiokittiä (REF L2080 tai L1170, USA).  
(Pakkauksessa oleva) TNT- pakkauksessa ovat kaikki transkriptioon ja translaatioon 
tarvittavat komponentit, 35S-metioniinin cDNA, joka transloidaan proteiiniksi 35S-
metioniinin läsnä ollessa. TNT- lysaatti sisältää kaikki muut aminohapot, paitsi metio-
niinin. Inkubaatio 30 °C 90 minuuttia. 
 
35S-metioniini-leimattu proteiini erotetaan vapaasta leimasta NAP-5-pylväillä (GE 
Healtcare UK Limited, UK). Pylväät pestään kaksi kertaa TBST + 0.1 % BSA - puskuril-
la, reaktioseos pipetoidaan pylväisiin ja annetaan imeytyä. Leimattu proteiini eluoidaan 
TBST / 0.1 % BSA- puskurilla. Yhdestä pylväästä kerätään leimaa kuuteen putkeen (3 
tippaa/putki, mikä vastaa 100 μl). Fraktioiden radioaktiivisuus mitataan nestetuikelasku-
rilla (Microbeta Trilux, 1450, Perkin Elmer) ja yli 20 000 cpm/ul sisältävät fraktiot yhdis-
tetään. Leima jaetaan sopiviin eriin ja pakastetaan -80 °C odottamaan käyttöä. 
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Pipetointikaavio GADA, IA-2A ja ZnT8A määritykselle RBA:lla 
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Pipetointikaavio kaikki kolme määritystä yhtäaikaisesti RSR ELISA kiteillä 
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ELISA:n absorbanssit: kaikki 3 määritystä yhdessä 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Liite 5 
 
 
 
ELISA:n GADA tulokset (kaikki 3 määritystä yhdessä) 
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Yhteenveto GADA:n tuloksista (n=6) RBA:lla 
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Yhteenveto IA-2A:n tuloksista (n=6) RBA:lla 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Liite 8 
 
 
Yhteenveto ZnT8A:n tuloksista (n=6) RBA:lla 
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Yhteenveto GADA:n tuloksista (n=37) ELISA:lla 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Liite 10 
 
 
GADA:n lineaarinen regressioanalyysi (n=37) 
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IA-2A:n lineaarinen regressioanalyysi (n=37). 
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ZnT8A lineaarinen regressioanalyysi (n=37) 
   
 
 
 
 
 
